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Zusammenfassung
Die Wichtigkeit von Proteinen für das Leben von Organismen ist seit ihrer Entdeckung bekannt.
Allgemein werden Proteine in zwei Hauptgruppen eingeteilt, in globuläre und Membranprotei-
ne. Globuläre Proteine kommen meistens in wässriger Umgebung vor (z. B. im Cytoplasma oder
in extrazellulären, von der Zelle produzierten, Flüssigkeiten), wohingegen Membranproteine ent-
weder an der Membran aufgebracht sind oder sie durchdringen und deshalb hydrophob moleku-
laren Kräften ausgesetzt sind, welche durch die Lipide und andere hydrophobe Makromoleküle
verursacht werden. Dadurch, dass sie als Flaschenhalsmoleküle, in praktisch unzähligen biolo-
gischen Prozessen, agieren, wie zum Beispiel passiver und aktiver Molekültransport und Signal-
vermittlung zwischen Zellen und Zellorganellen, ermöglichen Membranproteine das Leben mit
seiner bekannten Komplexität. Deshalb ist das Verstehen der Mechanismen von Membranprote-
inen der Schlüssel zum Begreifen von zellulären Prozessen und vermag erheblich zur Grundlage
der next-generation Diagnostik beizutragen. Um diese Mechanismen erklären zu können ist es
eine Notwendigkeit die Beziehung zwischen der atomaren Proteinstruktur und der zugrundelie-
genden molekularen Dynamik, welche die Proteinfunktion regeln, zu analysieren. Dennoch ist
es, aufgrund ihrer hydrophoben physikochemischen Eigenschaften ein herausfordernder Pro-
zess, Erkenntnisse über die Dynamik von Membranproteine zu gewinnen, da andere experi-
mentelle Vorgehen benötigt werden, als sie sonst bei globulären Proteinen angewendet werden.
Single Molecule Force Spectroscopy (SMFS) hat sich selbst als verlässlicher Ansatz zur direkten
Messung von intra- und intermoleuklaren Kräften, welche in α-helikalen Membranproteinen vor-
handen sind, bewiesen. Im Wesentlichen kann SMFS dazu benutzt werden, Proteine kontinuier-
lich und kontrolliert zu entfalten und dabei das Entfaltungsgeschehen, Entfaltungsbarrieren und
die benötigte Kräfte um diese aufzubrechen, zu verfolgen und Aufschluss über stabilisierende
Eigenschaften des Proteins bei der Untersuchung zu geben. Allerdings sind die zugrundeliegen-
den theoretischen Aspekte und Details, wie sich ein Protein während des SMFS-Experiments
entfaltet, noch nicht komplett verstanden.
In der Bemühung, die beim SMFS-Experiment gemachten Beobachtungen zu unterstützen und
die experimentelle Dynamik auf atomarer Ebene zu bestärken, wird in dieser Arbeit ein Modell
zur Vorhersage von Entfaltungsbarrieren und stabilisierenden Regionen in α-helikalen Mem-
branproteinen vorgestellt und evaluiert. Außerdem wird der entwickelte Vorhersagealgorithmus
sowohl auf den Wildtyp von Proteinen, als auch auf Mutanten, welche in der Literatur gut be-
schrieben sind, angewendet. Die Ergebnisse zeigen den globalen Effekt der Mutationen auf die
Stabiliät des Proteins, verglichen zum Wildtyp. Hier wird der globale Einfluss der Mutationen auf
die Stabilität von Proteinen durch den Vergleich der zugrundeliegenden Vorhersageeigenschaf-
ten, welche vom Wildtyp und den mutierten Proteinen abgeleitet werden, gezeigt und evaluiert.
Schlussendlich führen erste Studien bei der Vorhersage von Entfaltungsbarrieren bei homologen
Membranproteinen zu der Hypothese, dass Entfaltungsbarrieren und stabilisierende physikoche-
mische Eigenschaften genauso konserviert sind wie die gemeinsame Faltung des Proteins.
Abstract
The importance of proteins for life of organisms is known since their discovery. In general, prote-
ins are classified into two main groups, globular and membrane proteins. Globular proteins are
mostly present in aqueous environments (f. e. the cytoplasm or extra-cellular fluids produced by
the cell), whereas membrane proteins are attached or integrated into the membrane (bi-)layer
and hence are exposed to hydrophobic molecular forces caused by lipids and other hydrophobic
macromolecules.
Acting as bottle-neck molecules in virtually countless biological processes, such as passive and
active molecule transport and signal mediation between cells or cell organelles, membrane pro-
teins afford life in its known complexity. Thus, understanding membrane protein mechanisms
is the key for comprehending cellular processes and can contribute significantly to the basis
of next-generation diagnostics. To explain these mechanisms it is a necessity to analyse the
relationship between the atomic protein structure and the underlying molecular dynamics that
govern protein functionality. However, due to their hydrophobic physiochemical properties gai-
ning knowledge on membrane protein dynamics is a challenging process and requires much
different experimental approaches that are usually applied in the analyses of globular proteins.
Single molecule force spectroscopy (SMFS) has proven itself to be a valuable approach to direct-
ly measure intra- and intermolecular forces present in α-helical membrane proteins. In essence,
SMFS can be used to unfold proteins continuously in a controlled manner and trace unfolding
events, energetic barriers and required forces to break them - and finally give conclusions about
stabilising characteristics of the protein under investigation. However, the underlying theoretical
aspects and details on how proteins unfold in SMFS experiments are not yet understood entirely.
In an effort to support findings obtained using SMFS and fortify the experimental dynamics on
atomic level, a model for predicting unfolding barriers and stabilising regions in α-helical mem-
brane proteins is presented and evaluated in this work. Furthermore, the developed prediction
algorithm is applied to wild-type proteins and mutants which are well described in the literature.
Results demonstrate the global effect of mutations on stability of proteins, compared to the wild
type. Here, the global influence of mutations on stability of proteins is shown and evaluated by
the comparison of the underlying prediction features derived from wild-type and mutant prote-
ins. Finally, first studies of predicted unfolding barriers in homologous membrane proteins led
to the hypothesis that unfolding barriers and stabilising physiochemical characteristics are as
conserved as the common protein fold.

IV
IV. Vorwort
If the facts don’t fit the
theory, change the facts.
Albert Einstein
Proteine, unter ihnen die Membranproteine, bilden einen der wichtigsten Grundsteine
des Lebens. Schon im Jahre 1838 wurde ihre Bedeutung klar, als sie ihren Namen von
J. Berzelius bekamen, welcher soviel bedeutet, wie das Erste oder das Wichtigste. Die
Wichtigkeit der Proteine für einen Organismus macht vorallem ihre Funktion aus, wel-
che durch die spezielle 3D-Struktur des Proteins bestimmt wird. Diese 3D-Strukur wird
durch die wohldefinierte Abfolge von Aminosäuren bedingt und bildet somit ihre Grund-
lage. Für die Faltung dieser 3D-Struktur gibt es einen nativen Zustand, welcher den
strukturell stabilsten und energetisch günstigsten Zustand widerspiegelt.
Es gibt viele Verfahren und Methoden, um Einblicke in das Verhalten von Proteinen zu
erlangen, allerdings sind nicht alle Verfahren sowohl für globuläre als auch Membranpro-
teine anwendbar. Die Anzahl der Methoden, welche einen direkten Erkenntnissgewinn
aus dem Experiment mit dem Membranprotein ziehen, ist begrenzt. Zumeist besteht
auch eine Divergenz zwischen den im Experiment erhaltenen und den beobachteten
oder vorhergesagten Daten. Allerdings sind nicht nur die Methoden nicht unbegrenzt
übertragbar, zusätzlich unterscheidet sich auch die Handhabbarkeit von Membranpro-
teinen grundlegend von der globulärer Proteine.
Eines der Experimente, welche einen sofortigen Erkenntnissgewinn erzeugt, ist das so-
genannten Single Molecule Force Spectroscopy (SMFS) Experiment. Dieses Experi-
ment gibt Einblicke in die Stabilität von α-helikalen Membranproteinen und ist, bedingt
durch die Eigenschaften von Membranproteinen, sehr kosten- und zeitintensiv. Auch
die Auswertung und Übertragung der erhaltenen Daten auf das biologische System
sind schwierig. Aus diesen Gründen befasst sich diese Arbeit mit der Erstellung eines
Vorhersagealgorithmus, welcher das SMFS-Experiment simulieren und die Ergebnisse
sammeln soll. Des Weiteren soll in dieser Arbeit versucht werden, die Lücke zwischen
Experiment und Theorie zu schließen und eine Übertragung auf das biologische Sys-
tem möglich zu machen.
Dabei gliedert sich die Arbeit in folgende Kapitel:
Kapitel 1 fungiert als Einleitung und wird alle nötigen Grundlagen legen, um die Arbeit
in ihrer Gänze verstehen und nachvollziehen zu können. Kapitel 2 wird den in dieser
Arbeit zu Grunde liegenden und entwickelten Algorithmus beschreiben. In Kapitel 3
und 4 werden anschließend die erzeugten Ergebnisse gesammelt, zusammengefasst
und evaluiert. Kapitel 5 wird sich der molekularbiologischen Interpretation widmen und
einen Zusammenhang zwischen Theorie und Praxis herstellen. Im Abschluss werden
IV
Kapitel 6, 7 und 8 eine Diskussion der Ergebnisse präsentieren, anschließend alles
zusammenfassen und einen Ausblick geben.
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1 Einleitung
Dieser einführende Abschnitt der Arbeit befasst sich mit den Grundlagen und Methoden,
die benötigt werden, um diese Arbeit in ihrer Gänze verstehen und nachvollziehen zu
können. Es werden unter anderem die grundlegenden Eigenschaften von Proteinen
aufgezeigt, um anschließend die auf diese angewendeten Methoden zu erläutern. Dabei
wird spezifischer auf Membranproteine eingegangen, da diese für die vorliegende Arbeit
von Bedeutung waren.
1.1 Proteine: Aufbau und Funktion
Proteine sind Moleküle, welche sich aus einer spezifischen Abfolge von Aminosäuren
zusammensetzen. Hierbei erfüllen sie sehr viele Aufgaben innerhalb der Zelle bzw. des
Organismus, wie z. B. Energieproduktion oder auch den Stoffaustausch zwischen Zel-
len. Es wird angenommen, dass Proteine seit Beginn an der Entstehung des Lebens
beteiligt sind. Eine Bestätigung dieser These zeigen die Experimente von Miller [MIL53],
welcher nachwies, dass schon in der sogenannten „Ursuppe“Aminosäuren und Protei-
ne vorhanden waren und somit zu den ersten organischen Molekülen gehören.
Weiterhin gibt es zum Beispiel Tunnelproteine, welche Natriumionen unter ATP-Verbrauch
aus der Zelle heraus und dafür Kaliumionen in die Zelle hinein pumpen. Bereits im Jah-
re 1957 wurde die Natrium-Kalium-ATPase von Jens Christian Skou entdeckt [SKO57].
Auch die Signalweitergabe innerhalb der Zelle ist eine der wichtigen Rollen, welche von
Proteinen übernommen wird. Weiterhin werden zum Beispiel der Geißelschlag bei der
Fortbewegung von Organismen durch Proteinen bestimmt.
Bei der Betrachtung der Funktionen von Proteinen gibt es allerdings nicht nur welche,
die selbst aktiv sind, sondern auch solche, die an andere Moleküle oder die DNS bin-
den und diese somit markieren oder deren Konformation ändern, sodass andere Pro-
teine ihrer Funktion nachkommen können. Ein Beispiel hierfür sind Antikörper, die an
spezifische Virusproteine binden und diese somit für das Immunsystem markieren. Für
die Konformationsänderung durch spezifische Proteine sind Chaperone zu erwähnen,
welche neu synthetisierten Proteinen helfen, sich korrekt im Raum zu falten [Buc02].
Einen wichtigen Aspekt bei dem Aufbau von Proteinen bildet das sogenannte Rückgrat
oder Backbone des Proteins. Dieses bezeichnet die kontinuierlich kovalent gebundenen
Kohlenstoffatome des Proteins bzw. Makromoleküls. Diese Kohlenstoffatome werden
auch Cα -Atome genannt.
In dieser Arbeit wird ein besonderes Augenmerk auf Membranproteine gelegt, da diese
für diese Arbeit essentiell sind. Neben der bereits erwähnten Natrium-Kalium-ATPase
gibt es noch viele weitere membrandurchspannende Proteine, welchen in dieser Arbeit,
insbesondere α-helikalen, ein besonderes Interesse zukommt. α-helikale Membranpro-
teine sind Proteine, welche mit ihren α-Helices die Membran durchspannen. Das Bei-
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spiel der Natrium-Kalium-ATPase zeigt, dass Membranproteine vor allem die Aufgabe
von Stoffaustausch und Stoffweitergabe haben. Im Gegensatz zu den globulären, was-
serlöslichen Proteinstrukturen, von welchen bereits über 84000 bekannt sind [RBB+13],
gibt es nur knapp 1700 Einträge in der Protein Data Bank of Transmembrane Proteins,
der entsprechenden Datenbank für transmembrane Proteine [KST13], weshalb es um-
so wichtiger ist, Erkenntnisse über Membranproteine zu gewinnen.
1.2 3D-Struktur und Strukturaufklärung
Da diese Arbeit die energetischen und strukturellen Eigenschaften von α-helikalen Mem-
branproteinen nutzt, ist es essentiell, die vollständige 3D-Struktur des betreffendes Pro-
teins zu kennen. Das bedeutet, dass für jedes Atom einer Aminosäure dessen genaue
Lage und Position im Raum bekannt sein muss. Um diese Daten zu generieren gibt es
zwei gängige Methoden, welche im folgenden erläutert werden.
1.2.1 Röntgenstrukturanalyse
Dieses Verfahren wird auch Kristallstrukturanalyse [NH97a] genannt und bedient sich
bestimmter Strahlung und eines Proteinkristalls. Bei der Strahlung handelt es sich ent-
weder um monochromatische Röntgenstrahlung, Neutronenstrahlung oder Synchro-
tronstrahlung. Trifft diese Strahlung auf den Kristall des Proteins erhält man ein prote-
inspezifisches Beugungsmuster. Genau betrachtet wird hierbei nicht die Proteinstruktur
bestimmt, sondern die Elektronenverteilung, da diese mit der Strahlung wechselwirkt.
In die so erhaltene Elektronendichtekarte wird nun die Aminosäuresequenz des unter-
suchten Proteinkristalls eingepasst und verschoben, bis die Struktur die zuvor erhalte-
nen Elektronenverteilung plausibel erklärt.
1.2.2 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)
Das zweite Verfahren ist eine spektroskopische Methode, bei welcher die elektronische
Umgebung einzelner Atome und deren Interaktionen mit Nachabratomen untersucht
wird. Grundlage für die Möglichkeit der 3D-Strukturaufklärung von Proteinen bildet die
magnetische Kernresonanz [NH97b]. Dies ist eine resonante Wechselwirkung des ma-
gnetischen Moments der Atomkerne innerhalb der Probe, welche auftritt, wenn man
sie unter den Einfluss eines starken statischen Magnetfelds und einem hochfrequenten
magnetischen Wechselfelds stellt. Hierbei gilt es unbedingt zu beachten, dass diese Me-
thode nur für Isotope verwendbar ist, die im Grundzustand ein magnetisches Moment
besitzen, d. h. deren Kernspin 6= 0 ist. Hier sind für Proteine als Beispiele zu nennen:
1H,13C,15N,17O.
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1.3 Theoretische und Praktische Methoden
Da sich ein Teil dieser Arbeit mit dem Entwickeln eines Algorithmus befasst, sind zu-
nächst theoretische und praktische Methoden zu erläutern, die das Verständnis erleich-
tern sollen. Diese werden zum Beispiel benötigt, um das benötigte Dateiformat zu er-
zeugen und mit den richtigen Informationen zu versehen oder um das Protein künstlich
zu verkürzen und von der so neu gewonnen Proteinstruktur die veränderten Energie-
und Kontaktprofile zu erstellen. Zum Schluss folgt eine Erläuterung des Experiments,
welches simuliert und vorhergesagt werden soll.
1.3.1 Anisotropic Network Model (ANM)
Mit Hilfe des ANM [DAB00] [ADJ+01] kann die Beziehung zwischen Funktion und Dyna-
mik innerhalb eines Proteins aufgedeckt werden. In dem Modell werden biologische Ma-
kromoleküle, zu welchen auch Proteine gehören, als Masse-Feder-System ausgehend
von Cα -Atomen, dargestellt. Die Cα -Atome werden hierbei von Knoten repräsentiert,
während die Interaktionen zwischen diesen durch die Federn symbolisiert werden. Das
Gesamtpotential des Systems ist gleich der Summe der harmonischen Potentiale zwi-
schen den interagierenden Cα -Atomen. Es gibt hierbei nur einen Freiheitsgrad, der die
innere Bewegung der Feder zwischen zwei Knoten beschreibt. Dieser korrespondiert
mit der Ausdehnung und Stauchung der durch die Feder verbundenen Knoten. Die An-
wendung dieses Modells auf die Proteinstruktur und auf die künstlich verkürzten Prote-
instrukturen (vgl. 1.3.5) kann eine Abbildung der entstehenden Bewegungen innerhalb
des Proteins sein, die entstehen, wenn das Protein während des SMFS-Experiments
aus der Membran herausgelöst wird. Die folgende Abbildung 1.1 zeigt ein Beispiel für
eine solche Bewegungspfad (Trajektorie).
Abbildung 1.1: Beispiel einer durch ANM berechneten Trajektorie, welche die mögliche Bewe-
gung der Proteinstruktur abbildet. In grau ist hierbei die Backbone der Protein-
struktur zu erkennen. Die unterschiedlich farbigen Strukturen zeigen jeweils eine
Konformation zu unterschiedlichen Zeitpunkten [HAD13].
4 Kapitel 1: Einleitung
1.3.2 Energieprofil und Kontaktprofil
Das Energieprofil ist proteinspezifisch und bedient sich der spezifischen Lösungsener-
gien der Aminosäuren des Proteins. Gleichung 1.1 beschreibt den Energiewert, und
Gleichung 1.2 einen aminosäurespezifischen Wert, welcher sich aus dem Vorkommen
der Aminosäure innerhalb bzw. außerhalb der Membran zusammensetzt.
(1.1) ei =−ln
(
fbur,i
fexp,i
)
+ ki
(1.2) ki =−ln
(
fi,inner−membrane
fi,outer−membrane
)
Um die betrachtete Aminosäure wird nun eine 8Å-Sphäre gelegt, um die Interaktionen
mit anderen Aminosäureresten zu bestimmen. Gleichung 1.3 zeigt dabei, ob zwischen
zwei Aminosäureresten i und j eine Interaktion besteht. Besteht eine Interaktion, ist der
Wert 1, sonst 0.
(1.3) g(i, j) =
{
1 ∀ ‖Cβ ,i−Cβ , j ‖≤ 8Å
0 else
Für eine bestehende Interaktion ergibt sich somit folgender Energiewert für die Amino-
säure i.
(1.4) ei, j = ei+ e j
In Abhängigkeit von dieser Umgebung, welche durch die 8Å-Sphäre symbolisiert wird,
wird der spezifische Energiewert der Aminosäure, unter Einbeziehung der in dieser
Sphäre liegenden Cβ -Atome, für Glycin Cα -Atome, und deren spezifische Energie, als
Summe der Lösungsenergien dargestellt.
(1.5) Ei = ∑
j∈Protein| j 6=i
g(i, j)[ei, j]
Das Kontaktprofil verwendet die 8Å-Sphäre und summiert die Anzahl der auftretenden
Cβ -Atome, für Glycin Cα -Atome, innerhalb der 8Å-Sphäre, um den für jede Aminosäu-
re des Proteins spezifischen Wert zu bestimmen. Dabei verwendet das Kontaktprofil die
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Gleichung 1.3, um eine Interaktion zwischen zwei Aminosäureresten zu bestimmen. Die
Gleichung 1.6 bildet, analog zur Gleichung 1.5 beim Energieprofil, die Summe über alle
Interaktionen, um den spezifischen Kontaktwert für jede Aminosäure zu berechnen.
(1.6) Ci = ∑
j∈Protein| j 6=i
g(i, j)
1.3.3 3D-Strukturvorhersage
In Kapitel 1.2 wurde die Wichtigkeit von aufgeklärten 3D-Strukturen von Proteinen be-
reits eingehend erläutert. Da es sehr schwierig und auch kosten- bzw. zeitintensiv ist,
ein Protein in seiner 3D-Struktur aufzuklÃd’ren, gibt es von vielen Proteinen keine auf-
geklärte 3D-Struktur. Zu diesen nicht aufgeklärten Proteinen zählen auch sehr viele
Mutanten von Proteinen. Da die Betrachtung von Mutanten oder nicht aufgeklärten Pro-
teinen allerdings durchaus benötigt wird, gibt es die Möglichkeit diese 3D-Strukturen
modellieren zu lassen. Die Modellierung die in dieser Arbeit zum Einsatz kommt ist
die sogenannte Homologiemodellierung. Dieses Verfahren bedient sich einer Vorla-
ge (Template), nach dessen Vorlage das Unbekannte Protein modelliert wird. Ein Teil
der nicht aufgeklärten Proteine in dieser Arbeit, wurden durch dieses Verfahren der
SwissProt [ABKS06] [KAK+09] modelliert. Der andere Teil wurde aus der ModBase
Datenbank entnommen, welche durch die Homologiemoedellierung mit Hilfe von Mo-
deller [EWMR+06] erzeugt wurden.
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1.3.4 Single Molecule Force Spectrosopy (SMFS)
Das SMFS-Experiment ist ein Verfahren, um Energiebarrieren innerhalb von transmem-
branen Proteinen bestimmen zu können. In diesem Verfahren werden die Proteine in
Lösung auf die sogenannte ’native purple membrane’ aufgetragen [OS74] und von ’fres-
hly cleaved mica’ [MAE97] adsorbiert. Anschließend wird ein einzelnes Molekül zum
Kantilever geführt. Dieses geht anschließend eine Wechselwirkung mit der Spitze des
Kantilevers ein. Auf das so adhäsierte Molekül wird nun eine externe Kraft ausgeübt,
um es kontrolliert zu entfalten. Die Abbildung 1.2 stellt den Aufbau des Experimentes
dar.
Abbildung 1.2: Beispielhafter Aufbau eines SMFS-Versuchvorgangs. Zu sehen sind das elek-
trische Piezoelement, auf dessen Oberfläche die Probe aufgebracht wird. Des
Weiteren sieht man den Kantilever mit seiner Spitze. Die Laserdiode und der
Photodetektor sind nötig, um den Abstand bei eingebrachter Kraft akkurat zu
messen [HAD13].
Mit Hilfe dieses Verfahrens generiert man für jedes Molekül eine Kraft-Abstands-Kurve
(engl.: Force-Distance-Curve ’F-D’). Da man dieses Verfahren im Hochdurchsatz durch-
führt, werden mehrere Kurven erzeugt und übereinander gelagert. Das Ergebnis zeigt
Abbildung 1.3.
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Abbildung 1.3: Beispielhafte Kraft-Abstands-Kurve für das C-Terminal gezogene
Bacteriorhodpsion mit eingetragener Korrelation zur Aminosäure, berechnet
durch das ’Wormlike-chain-model’ [KCMP10].
Diese so erhaltenen Ergebnisse werden als SMFS-Peak bezeichnet und können nun
durch das ’Wormlike-chain-model’ auf die betreffenden Aminosäuren abgebildet wer-
den. Diese so ermittelten Aminosäuren werden als Entfaltungsbarriere bezeichnet.
Zum Verständnis dient Abbildung 1.4, welche einen idealisierten Entfaltungsprozess
eines Proteins beim SMFS-Vorgang zeigt.
Abbildung 1.4: Idealisiertes Entfaltungsmodell für ein stabiles Strukturelement. Der Parameter
xU bezeichnet den Abstand zwischen dem Energieminimum des gefalteten Zu-
stands und des Übergangszustands. Der Parameter kU bezeichnet die Rate des
Entfaltens vom gefalteten Segment unter Abwesenheit von Kräften. ∆Gu‡ be-
zeichnet die Höhe der Barriere des Übergangszustands [KCMP10].
Die folgende Abbildung 1.5 stellt eine Zusammenfassung aller bereits erwähnten Schrit-
ten des Experiments dar. Es werden sowohl die Daten des SMFS-Experiments und
somit die SMFS-Peaks gezeigt als auch die Zuordnung zu den entsprechenden Amino-
säuren durch das Wormlike-chain-model. Auch wird aufgezeigt, dass es verschiedene
Entfaltungswege bei dem Vorgang des kontrollierten Entfaltens gibt.
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Abbildung 1.5: Zusammenfassende Darstellung des SMFS-Experiment. Der obere Teil zeigt die
Daten des Experiments mit den entsprechenden SMFS-Peaks und den dazuge-
hörigen Aminosäureresten, welche durch das Wormlike-chain-model berechnet
wurden. Der untere Teil stellt schematisch die verschiedenen Entfaltungswege
mit den entsprechenden Entfaltungsbarrieren, schematisch aufgetragen gegen
die Helices des Proteins, dar [KJSM07].
1.3.5 In silico-Simulation des SMFS-Entfaltens
Um das in 1.3.4 erläuterte Verfahren in einem einfachen, computergestützten Modell ab-
bilden zu können, bedient sich diese Arbeit einer einfachen Simulation des Experiments.
Hierbei wird die spezifische Datei der Protein Data Bank (PDB) des Proteins, welche die
Lage aller Atome im Raum entält, in einzelnen Aminosäureschritten künstlich verkürzt,
um das kontrollierte Entfalten aus der Membran zu simulieren. Das bedeutet, dass das
Protein am Computer schrittweise um eine Aminosäure verkürzt wird, beginnend bei
einem der beiden Termini, um eine neue, veränderte PDB-Datei zu erzeugen.
1.4 Verwendete Proteine
Eine weitere Grundlage dieser Arbeit bilden aufwändig aufgeklärte α-helikale Membran-
proteine. Wie in Kapitel 1.1 bereits erwähnt, ist der Datenbankbestand von Membran-
proteinen im Vergleich zu globulären Proteinen sehr gering. Dies liegt unter anderem
an dem aufwändigen Verfahren, um eine 3D-Struktur eines Membranproteins zu er-
halten. Alle Abbildungen von Proteinen in dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Software
PyMOL [Sch10] erstellt.
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1.4.1 Bacteriorhodopsin
Das Protein Bacteriorhodopsin, mit seiner spezifischen Protein Data Bank Identifizie-
rung (PDB-ID) 1BRR [ESLO98], ist ein integrales Membranprotein mit sieben trans-
membranen Helices und dient als Protonenpumpe.
Laut dem Eintrag P02945 der UniprotKB besitzt das Protein Bacteriorhodopsin eine
Länge von 262 Aminosäuren, beginnend bei der ersten. Hierbei sind die Reste 1− 13
ein Propeptid, was bedeutet, dass das eigentliche Proteine aus den Aminosäuren 14
bis 262 besteht. Das in der Arbeit verwendete Protein mit der PDB-ID 1BRR besteht
allerdings nur aus den Resten 3 bis 232, von denen nur die Reste 3 bis 230 in die
Berechnungen eingehen. Die nachfolgende Abbildung zeigt das Protein in seiner 3D-
Struktur.
A
B
C
H1
H5
H6
H7
H2
H1
H3
H4
H5
H6
C
H7
N
Abbildung 1.6: Cartoondarstellung der Kette A des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID
1BRR. A zeigt die Seiten- und B die Draufsicht des Proteins. Mit N und C sind
die jeweiligen Termini des Proteins bezeichnet. Die einzelnen Helices sind mit H
bezeichnet und ausgehend vom N-Terminus durchnummeriert.
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1.4.2 Halorhodopsin
Halorhodopsin mit der PDB-ID 1E12 [KBEO00] ist eine, für Chloridionen spezifische,
lichtinduzierte Ionenpumpe und besteht aus sieben transmembranen Helices und ge-
hört somit zur Gruppe der integralen Membranproteinen.
Laut dem Eintrag P16102 der UniprotKB besitzt das Protein Halorhodopsin eine Länge
von 274 Aminosäuren, beginnend bei der ersten. Hierbei sind die Reste 1−21 ein Pro-
peptid, was bedeutet, dass das eigentliche Proteine aus den Aminosäuren 22 bis 274
besteht. Das in der Arbeit verwendete Protein mit der PDB-ID 1E12 besteht allerdings
nur aus den Resten 23 bis 262 von denen nur die Reste 23 bis 260 in die Berechnungen
eingehen. Die nachfolgende Abbildung zeigt das Protein in seiner 3D-Struktur.
A
B
C
H1
H5
H6
H7
H2
H1
H3
H4
H5
H6
C
H7
N
Abbildung 1.7: Cartoondarstellung der Kette A des Proteins Halorhodopsin mit der PDB-ID
1E12. A zeigt die Seiten- und B die Draufsicht des Proteins. Mit N und C sind
die jeweiligen Termini des Proteins bezeichnet. Die einzelnen Helices sind mit H
bezeichnet und ausgehend vom N-Terminus durchnummeriert.
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1.4.3 Humanes Aquaporin 1
Das als Wassertunnel dienende humane Aquaporin 1 mit der PDB-ID 1FQY [MMH+00]
ist ein integrales Membranprotein mit sieben transmembranen Helices.
Laut dem Eintrag P29972 der UniprotKB besitzt das Protein humanes Aquaporin 1 eine
Länge von 269 Aminosäuren, beginnend bei 1. Hierbei wird das initialisierende Me-
thionin entfernt, was bedeutet, dass das eigentliche Proteine aus den Aminosäuren 2
bis 269 besteht. Das in der Arbeit verwendete Protein mit der PDB-ID 1FQY besteht
allerdings nur aus den Resten 8 bis 233 von denen nur die Reste 8 bis 231 in die Be-
rechnungen eingehen. Für dieses Proteine musste bei den experimentellen Daten die
ermittelte Entfaltungsbarriere bei der Aminosäure 235 aus der Betrachtung herausge-
nommen werden, da das hier verwendete Protein im Vergleich zur UniProt kürzer und
damit die besagte Barriere nicht vorhanden ist. Dies führt dazu, dass eine Vorhersage
dieser Barriere nicht möglich ist, weshalb sie aus der Betrachtung herausgenommen
wurde. Die nachfolgende Abbildung zeigt das Protein in seiner 3D-Struktur.
A
B
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N
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HE
Abbildung 1.8: Cartoondarstellung der Kette A des Proteins Aquaporin mit der PDB-ID 1FQY.
A zeigt die Seiten- und B die Draufsicht des Proteins. Mit N und C sind die
jeweiligen Termini des Proteins bezeichnet. Die einzelnen Helices sind mit H
bezeichnet und ausgehend vom N-Terminus durchnummeriert. Die Helices HE
und HB bilden hierbei eine proteinspezifische Besonderheit.
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1.4.4 Natives Rinderrhodopsin
Das Rinderrhodopsin mit der PDB-ID 1U19 [OSB+04] ist die Rhodopsinvariante des
Rindes und dient, ebenso wie bei dem Menschen und anderen Wirbeltieren, als Seh-
pigment der Netzhaut. Es handelt sich hierbei um den ersten G-Protein gekoppelten
Rezeptor (GCPR), dessen Struktur mittels Röntgenstrukturanalyse aufgeklärt wurde.
Laut dem Eintrag P02699 der UniprotKB besitzt das Protein Halorhodopsin eine Länge
von 348 Aminosäuren, beginnend bei der ersten. Das in der Arbeit verwendete Protein
mit der PDB-ID 1U19 besteht aus allen Aminosäuren von denen die Reste 1 bis 346
in die Berechnungen eingehen. Die nachfolgende Abbildung zeigt das Protein in seiner
3D-Struktur.
A
B
C
H1
H5H6
H7
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H4
H5
H6
C
H7
N
Abbildung 1.9: Cartoondarstellung der Kette A des Proteins Rinderrhodopsin mit der PDB-ID
1U19. A zeigt die Seiten- und B die Draufsicht des Proteins. Mit N und C sind
die jeweiligen Termini des Proteins bezeichnet. Die einzelnen Helices sind mit H
bezeichnet und ausgehend vom N-Terminus durchnummeriert.
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1.4.5 Mutationen
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden einige Mutationen der Proteine Bacterio-
und Halorhodopsin betrachtet. Bei diesen handelt es sich ausschließlich um sogenann-
te Punktmutationen, das heißt eine spezielle Aminosäure wurde durch eine andere aus-
getauscht bzw. ersetzt. Für die Benennung dieser Mutationen gibt es eine einheitliche
Struktur. Diese allgemein verwendete Darstellung sieht wie folgt aus: B100X. Hinter die-
ser allgemeinen Darstellung verbirgt sich die Aussage, dass die zuerst genannte Ami-
nosäure, im Beispiel Aminosäure B, an der spezifischen Stelle der Aminosäuresequenz,
im Beispiel Position 100, durch die nach der Zahl genannten Aminosäure ersetzt wurde,
im Beispiel Aminosäure X. Zusammengefasst bedeutet das für den Mutanten, dass die
Aminosäure B an der Position 100 durch die Aminosäure X ersetzt wurde.
1.5 Gütemaße
Im folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Gütemaße vorgestellt. Hierbei
werden sowohl eine Klassifizierungsmöglichkeit als auch zwei verschiedene Gütemaße
erläutert. Diese zwei verschiedenen Gütemaße werden verwendet, um insgesamt eine
bessere Aussage über die Güte des entwickelten Algorithmus treffen zu können, da
beide unterschiedlich von den Ergebnissen beeinflusst werden.
1.5.1 Konfusionsmatrix
Die Konfusionsmatrix ist eine kleine 2x2-Matrix und visualisiert die Klassenzuweisung
eines binären Klassifikators in Abhängigkeit gegebener Evaluierungsdaten und deren
bekannten Klassen. Hierbei ergeben sich vier Klassifizierungsfälle: korrekt klassifizier-
te positive Klassen (TP), falsch klassifizierte positive Klassen (FN), richtig klassifizier-
te negative Klassen (TN) und falsch klassifizierte negative Klassen (FP). Eine intuitive
Darstellung der Klassifikationsergebnisse kann mit Hilfe der Konfusionsmatrix erfolgen
(siehe Tabelle 1.1).
Tabelle 1.1: Allgemeine Konfusionsmatrix [KP98]
Experiment
positiv negativ
Vorhersage
positiv TP FP
negativ FN TN
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Mit Hilfe dieser Matrix lässt sich schnell und einfach ein Überblick über die Güte einer
Vorhersage gewinnen, da die Summe aus TP und FN gleich der insgesamt vorherzusa-
genden Entfaltungsbarrieren ist.
1.5.2 Matthews Correlation Coefficient (MCC)
Der Matthews Correlation Coefficient (MCC) [Pow11] kann, unter Verwendung der TP,
der FP, der TN und der FN eine Aussage über die Güte des Vorhersagealgorithmus
treffen. Er wird wie in Gleichung 1.7 berechnet:
(1.7) MCC =
TP×TN−FP×FN√
(TP+FP)× (TP+FN)× (TN+FP)×)(TN+FN)
Der MCC kann Werte zwischen −1 und 1 annehmen, wobei −1 eine umgekehrte Kor-
relation zwischen Experiment und Vorhersage, 0 eine zufällige Beobachtung und 1 die
perfekte Vorhersage beschreibt.
1.5.3 F1-Maß (F1)
Das F1-Maß (F1) [Pow11] verwendet die Beziehung zwischen Genauigkeit und Treffer-
quote, um eine Aussage über die Güte zu treffen. Die einzelnen Komponenten werden
wie folgt berechnet:
(1.8) Genauigkeit =
TP
(TP+FP)
(1.9) Tre f f erquote=
TP
(TP+FN)
(1.10) F1= 2× (Genauigkeit×Tre f f erquote)
(Genauigkeit+Tre f f erquote)
Das F1-Maß kann dabei nur Werte zwischen 0 und 1 annehmen und kann als gewich-
teter Durchschnitt von Genauigkeit und Trefferquote angesehen werden. Hierbei steht 1
für den besten und 0 für den schlechtesten Wert.
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2 Barrieren-Vorhersagealgorithmus
In diesem Abschnitt der Arbeit wird der entwickelte und zur Barrierenvorhersage ver-
wendete Algorithmus vorgestellt und erläutert. Des Weiteren wird der Algorithmus nicht
nur in Text sondern auch als Fließschema dargestellt und erläutert, um eine bessere
Reproduzierbarkeit des Algorithmus und somit der hier vorgestellten Ergebnisse zu er-
halten.
2.1 Pseudocode
Nachdem jedes Protein künstlich verkürzt wurde, um das kontrollierte Entfalten aus der
Membran zu simulieren, wird für jede so erhaltenen Proteinstruktur (State) mittels ANM,
eine diskrete Bewegungstrajektorie (Mode) erstellt, um das Experiment besser abbilden
zu können. Anschließend wird für jede so erzeugte Proteinstruktur in der Bewegungs-
trajektorie das Energie- und Kontaktprofil berechnet.
Eingeben einer 
PDB-Datei
Schrittweises verkürzen 
des Proteins
Erstellen eines ANM-
Modes mit sieben 
States pro Protein
Berechnen des 
Kontak- und 
Energieprofils für jeden 
Mode und jeden State
Speichern der 
Dateien
Abbildung 2.1: Darstellung der Funktionsweise des ersten Schritts des verwendeten Algorith-
mus als Fließdiagramm
Diese Kontakt- und Energieprofile werden einzeln, nacheinander eingelesen. Hierbei
16 Kapitel 2: Barrieren-Vorhersagealgorithmus
wird für jede Datei und jedes Profil eine Normalisierung durchgeführt, was bedeutet,
dass dem höchsten Wert eine 1 und dem niedrigsten Wert eine 0 zugeordnet wird.
Die Werte für jede Datei werden für jede einzelne Aminosäure aufsummiert, worauf an-
schließend der Mittelwert der Aminosäure berechnet wird. Am Ende dieses Schrittes
erhält man zwei Listen mit allen Aminosäuren des Proteins, wobei jeder Aminosäure in
jeder der zwei Listen ein Wert zwischen 0 und 1 zugeordnet ist.
Einlesen der 
Dateien
Durchführung 
einer 
Normalisierung 
der 
Energiewerte  
für jede Datei
Aufsummieren 
der 
normalisierten 
Werte der 
Energiewerte 
für jede 
Aminosäure
Mittelwertbild
ung der 
Summe 
normalisierte
n Werte der 
Energiewerte  
für jede 
Aminosäure
Zuordnen der 
spezifischen 
Mittelwerte 
der 
Energiewerte 
zu ihrer 
Aminosäure
Durchführung 
einer 
Normalisierung 
der Kontakte 
für jede Datei
Aufsummieren 
der 
normalisierten 
Werte der 
Kontakte für 
jede 
Aminosäure
Mittelwertbild
ung der 
Summe der 
normalisierte
n Werte der 
Kontakte für 
jede 
Aminosäure
Zuordnen der 
spezifischen 
Mittelwerte 
der Kontakte 
zu ihrer 
Aminosäure
Übergabe 
der 
spezifischen 
Liste
Übergabe 
der 
spezifischen 
Liste
Abbildung 2.2: Darstellung der Funktionsweise des zweiten Schritts des verwendeten Algorith-
mus als Fließdiagramm
Der nächste Schritt (vgl. Abbildung 2.3) der Erstellung der Barrierenvorhersage ist nun
das aminosäureweise Durchlaufen beider Listen. Hierbei wird überprüft, ob die spezi-
fisch zugeordneten Werte der Aminosäure einen festgelegten, kombinierten Schwell-
wert unterschreiten und ob mindestens einer der Werte aus Kontakt- oder Energie-
wertliste, einen weiteren festgelegten Schwellwert unterschreitet (vgl. Abschnitt 2.2).
Anhand des zweiten Schwellwertes kann festgestellt werden, ob es sich um eine struk-
turell oder energetisch vermittelte Barriere handelt. Dies ist notwendig, um Barrieren,
welche außerhalb der Membran in Loops gelegen sind, vorhersagen zu können, aber
auch solche, die in den Helices innerhalb der Membran gelegen sind.
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Energieliste mit 
aminosäurespezifischen 
Werten
Kontaktliste mit 
aminosäurespezifischen 
Werten
Summenbildung 
der Werte aus 
beiden Listen für 
jede 
Aminosäure
Unterschreitung 
des 
Schwellwertes?
Ein Wert aus 
einer der 
Listen kleiner 
dem 
Schwellwert
?
Vorläufige 
Barrierenzuweisung
Beginne bei 
Aminosäure 
i
Ja
Ja
i++
Nein
Abbildung 2.3: Darstellung der Funktionsweise des dritten Schritts des verwendeten Algorith-
mus als Fließdiagramm
Die Vorhersage wird nun in eine Binärsequenz überführt, d. h. eine Aminosäure, welche
den Schwellwert unterschreitet, wird als 1 und eine, die den Schwellwert nicht unter-
schreitet als 0 dargestellt. Zur Verringerung des Rauschens innerhalb der Vorhersage,
wird ein Fenster über die Binärsequenz geschoben, um in einem wohldefinierten Be-
reich Vorhersagen zusammenzufassen. Das bedeutet in diesem Falle, dass aus allen
positiven Vorhersagen im Intervall der Mittelwert gebildet wird. Ist dieser Mittelwert nicht
ganzzahlig, so wird er abgerundet. Dieses Fenster wird immer zur nächsten Vorhersa-
ge, entsprechend einer 1 in der Binärsequenz, weitergeschoben. Dieses Verfahren wird
zweimal durchgeführt. Abschließend wird die letzte zusammengefasste Binärsequenz
nach Positionen durchsucht, welche 1 sind, um die letztendliche Barrierenvorhersage
auszugeben (vgl. Abbildung 2.4).
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Vorläufige 
Vorhersage
Überführen in 
eine 
Binärsequenz
Durchlaufen 
der 
Binärsequenz 
mit einem 
Fenster
Mittelwertbildung 
der in dem 
Fenster 
vorkommenden 
vorläufigen 
Vorhersagen
Durchlaufen der 
ersten 
Zusammenfassung 
mit einem Fenster
Mittelwertbildung 
der in dem Fenster 
vorkommenden 
zusammengefassten 
Vorhersagen
Letztendliche 
Barrierenvorhersage
Abbildung 2.4: Darstellung der Funktionsweise des vierten Schrittes des verwendeten Algorith-
mus als Fließdiagramm.
Da aufgrund der vorhandenen Daten der Proteine die Coilregionen des C- bzw. N-
Terminus immer vorhergesagt werden, korrigiert man diese Vorhersagen noch. Korrek-
tur bedeutet in diesem Falle, dass die Vorhersage dieser Entfaltungsbarriere entfernt
wird.
Um anschließend zu überprüfen, ob eine Vorhersage im Einklang mit den Experimenten
steht, gibt es noch ein weiteres Fenster, mit dem überprüft wird, ob eine vorhergesagte
Barriere auch im Experiment nachgewiesen wurde. Dieses Fenster wird auf die vor-
hergesagte Aminosäure gelegt und überprüft, ob sich eine oder mehrere experimentell
ermittelte Barrieren innerhalb des Fensters befinden oder nicht.
2.2 Parametrisierung
Der verwendete Algorithmus nutzt insgesamt vier Parameter, welche im folgenden er-
läutert werden.
Der erste verwendete Parameter ist ein Schwellwert. Dieser setzt sich aus den norma-
lisierten Werten aus der Energiewert- und Kontaktliste zusammen. Er kann zwischen 0
und 2 liegen (vgl. Kapitel 2.1). Damit eine Aminosäure als Barriere zunächst in Frage
kommt, muss die Summe ihrer normalisierten Werte kleiner gleich 0,64 sein. Um zu ge-
währleisten, dass keine einmaligen Ausreißer mit einbezogen werden, gibt es danach
noch einen zweiten Schwellwert. Dieser zweite Schwellwert bezieht sich nur noch auf
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einen der beiden normalisierten Werte, kann somit nur zwischen 0 und 1 liegen und
muss mindestens von einem der beiden Werte unterschritten werden. Dieser zweite
Schwellwert wurde zusammen mit dem kombinierten ersten Schwellwert empirisch er-
mittelt und muss ≤ 0,31 sein.
Die andern beiden Parameter sind Fenstergrößen. Das erste Fenster wird verwendet,
um das Rauschen bei der Barrierenvorhersage zu vermindern, und wurde empirisch
ermittelt. Dieses Fenster hat in Kombination mit den ersten beiden Parametern einen
idealen Wert von 4. Das bedeutet, dass die betrachtete Aminosäure und die vier dar-
auffolgenden zusammengefasst werden. Insgesamt werden damit fünf Aminosäuren zu-
sammengefasst. Der letzte Parameter bezieht sich auf das Fenster, in welchem vorher-
gesagte Barrieren, bzw. deren Aminosäuren im Vergleich mit dem Experiment noch als
richtige Vorhersage gelten. Das hierfür verwendete Fenster wurde auf ±7 Aminosäuren
festgelegt.
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3 Ergebnisse
Dieser Abschnitt der Arbeit wird die Ergebnisse darlegen, welche mit Hilfe des in Kapitel
2 vorgestellten Algorithmus erstellt wurden. Da zu zwei der vier analysierten Proteine
auch Mutanten betrachtet wurden, werden zunächst die Ergebnisse der Vorhersagen
des Wildtyps des Proteins tabellarisch dargestellt, da diese zur Betrachtung der Güte in
Kapitel 4 herangezogen werden. Die Vorhersagen der einzelnen betrachteten Mutatio-
nen werden immer im Vergleich zum intakten Protein dargestellt. Da die Ergebnisse des
nativen Zustands, bezogen auf die Gütemaße MCC und F1, bedeutend besser waren
als jene, die versuchen das Experiment zu simulieren, wurde für den Rest der Arbeit
lediglich der native Zustand der Proteine verwendet (vgl. hierzu Kapitel 4). Das bedeu-
tet in diesem Fall, dass die Simulation des SMFS-Experiments wie in Abbildung 2.1
beschrieben, nicht stattfindet, sondern lediglich für den Grundzustand des Proteins ein
Energie- und Kontaktprofil berechnet wird. Der restliche Ablauf des Algorithmus wird
hiervon allerdings nicht beeinflusst und erfolgt genau so wie in den Abbildungen 2.2 bis
2.4 beschrieben.
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3.1 Bacteriorhodopsin
Die Ergebnisse der Barrierenvorhersage werden direkt mit im Experiment ermittelten
Barrieren verglichen [MKO+02], wobei das Fenster zur Bestimmung von richtig vorher-
gesagten Entfaltungsbarrieren beachtet werden muss (vgl. Kapitel 2.2).
Tabelle 3.1: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein.
In der rechte Spalte sind die experimentellen Daten aufgetragen. Ein ’ - ’ in einer
Spalte bedeutet, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich des Fensters
(vgl. Kapitel 2.2) oder keine experimentellen Daten gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte
bedeutet, dass mehrere Daten miteinander vereinbar sind.
Vorhersage Bacteriorhodopsin experimentelle Daten
10/17 15
24/30 27
48 -
60 -
72 72
88 89
105 99
116 -
140 142
154 153
154 159
185 -
197 199
210 211
226 221
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Abbildung 3.1: Darstellung der Ergebnisse der Barrierenvorhersage des Proteins Bacteriorhodopsin. In blau ist der Verlauf der Energiewerte zum jeweili-
gen Aminosäurerest gegen die linke y-Achse aufgetragen. In braun ist Verlauf der Kontaktanzahl zum jeweiligen Aminosäurerest gegen die
rechte y-Achse aufgetragen. Die grünen Balken zeigen die experimentell ermittelten Barrieren, während die magentafarbenen Balken die
vorhergesagten Aminosäurereste anzeigen. Grüne Balken mit magentafarbenem Rand zeigen eine genaue Übereinstimmung von Vorher-
sage und Experiment.
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3.1.1 Mutationen
Für das Protein Bacteriorhodopsin wurden insgesamt 17 verschiedene Mutationen be-
trachtet, um den Einfluss dieser auf die Vorhersagen, welche mit Hilfe des in Kapitel
2 vorgestellten Algorithmus erstellt werden, zu untersuchen. Diese Betrachtung ist not-
wendig, um zum einen den Einflussbereich der Mutation überprüfen zu können und zum
anderen die Möglichkeit zu überprüfen, ob es möglich ist, mit nur einer Mutation eine
Barrierenvorhersage zu verursachen bzw. eine Vorhersage ausfallen zu lassen. Hierzu
wurden sowohl aufgeklärte als auch modellierte Proteine betrachtet.
Um die Daten optimal vergleichen zu können, werden die Vorhersagen der Mutanten
mit dem des nativen Proteins verglichen.
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3.1.2 Mutante - D96N
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1C8R [LSR+99] zeich-
net sich durch eine D96N Mutation aus. Die Aminosäure Asparaginsäure an der Position
96 wurde dabei durch die Aminosäure Asparagin ausgetauscht. Diese Mutation führt zu
einer Verschiebung von Seitenketten in der Nähe des Retinals und einiger Wasserstoff-
brückenbindungen, welche durch eine Veränderung der Säurekonstante entstehen.
Tabelle 3.2: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Ein ’ - ’
in einer Spalte bedeutet, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich des
anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die vorhergesagten
Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 27
30 30
48 -
60 60
72 73
88 86
105 110
116 -
140 138/144
154 -
185 185
197 -
210 211
226 229
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3.1.3 Mutante - D85S
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1JV7 [RCF+01] zeichnet
sich durch eine D85S Mutation aus. Die Aminosäure Asparaginsäure an der Position 85
wurde dabei durch die Aminosäure Serin ausgetauscht . Diese Mutation führt zu einer
Neutralisation des Schiffschen Basen Counterions bei Aminosäure 85. Des Weiteren
führt diese Mutation zu einigen Veränderungen in den extrazellulären Bereichen des
Proteins.
Tabelle 3.3: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 -
60 60
72 73
88 84
105/116 111
140 138/144
154 154
185 185
197 -
210 210
226 221/229
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3.1.4 Mutante - F219L
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1P8I [SBL03] zeichnet
sich durch eine F219L Mutation aus. Die Aminosäure Phenylalanin an der Position 219
wurde dabei durch die Aminosäure Leucin ausgetauscht. Diese Mutation führt zu einer
Ausbuchtung beim Aminosäurerest 219 in dem sich drei Wassermoleküle anlagerten.
Tabelle 3.4: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 -
60 60
72 73
88 84
105/116 111
140 138/144
154 154
185 185
197 -
210 210
226 221/229
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3.1.5 Mutante - P50A
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1PXR [FYB+04] zeich-
net sich durch eine P50A Mutation aus. Die Aminosäure Prolin an der Position 219
wurde dabei durch die Aminosäure Alanin ausgetauscht . Diese Mutation hat keinerlei
Auswirkungen auf die Stabilität des Proteins.
Tabelle 3.5: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 9
17/24 20
30 -
48 51
60 62
72 72
88 84
105/116 110
140 144
154 -
- 162
185 185
197 -
210 210
226 -
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3.1.6 Mutante - M56A
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1PXS [FYB+04] zeich-
net sich durch eine M56A Mutation aus. Die Aminosäure Methionin an der Position 56
wurde dabei durch die Aminosäure Alanin ausgetauscht.
Tabelle 3.6: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 6
17 18
24 22
30 33
48 53
60 62
72 72
88 84
105/116 111
- 131
140 142
154 -
185 185
197 198
210 209
226 221
30 Kapitel 3: Ergebnisse
3.1.7 Mutante - P186A
Dieser Mutant des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1Q5I [YFY+04b] zeich-
net sich durch eine P186A Mutation aus. Die Aminosäure Prolin an der Position 186
wurde dabei durch die Aminosäure Alanin ausgetauscht. Diese Mutation hat fast keinen
Einfluss auf die Bildung der transmembranen Helix und somit auf die Gesamtstruktur.
Diese Mutation ist eine von drei, bei der Proline in den transmembranen Helices gegen
Alanine ausgetauscht werden, ohne das Struktur oder Funktion verloren gehen.
Tabelle 3.7: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 6
17 15
24 24
30 33
48 54
60 60
72 72
88 84
- 95
105 108
116 120
- 131
140 142
154 -
185 184
197 -
210 207
- 218
226 228
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3.1.8 Mutante - P91A
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1Q5J [YFY+04b] zeich-
net sich durch eine P91A Mutation aus. Die Aminosäure Prolin an der Position 91 wurde
dabei durch die Aminosäure Alanin ausgetauscht. Wie bei der Mutante P186A ist die-
se Mutation eine der drei Proline in transmembranen Helices, welche ohne Verlust der
Struktur und Funktion gegen Alanine ausgetauscht werden können.
Tabelle 3.8: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 6
17 18
24 22
30 33
48 48
60 62
72 72
88 84
105 109
116 113
140 140
154 154
185 185
197 -
210 207
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3.1.9 Mutante - T24S
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1S51 [YFY+04a] zeich-
net sich durch eine T24S Mutation aus. Das bedeutet, dass die Aminosäure Threonin an
der Position 24 wurde dabei durch die Aminosäure Serin ausgetauscht. Diese Mutan-
te zeigt keine auffälligen strukturellen Veränderungen und ist nur geringfügig instabiler
als der Wildtyp. Dies wird bedingt durch die Auflösung der Cα -Wasserstoffbrücke zum
strukturell benachbarten Aminosäurerest 51.
Tabelle 3.9: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen.
Dabei bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage
im Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 6
17 18
24 22
30 33
48 53
60 63
72 72
88 84
105 109
116 1113
- 131
140 142
154 154
185 185
197 198
210 207
226 221
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3.1.10Mutante - T24V
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1S52 [YFY+04a] zeich-
net sich durch eine T24V Mutation aus. Die Aminosäure Threonin an der Position 24
wurde dabei durch die Aminosäure Valin ausgetauscht. Diese Mutante zeigt keine auf-
fälligen strukturellen Veränderungen und ist nur geringfügig instabiler als der Wildtyp.
Dies wird bedingt durch die Auflösung der Cα -Wasserstoffbrücke zum strukturell be-
nachbarten Aminosäurerest 51.
Tabelle 3.10: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 6
17/24 20
30 33
48 54
60 60
72 73
88 84
105/116 111
140 138/144
154 -
185 185
197 -
210 207
226 221
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3.1.11Mutante - T24A
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin mit der PDB-ID 1S54 [YFY+04a] zeich-
net sich durch eine T24A Mutation aus. Die Aminosäure Threonin an der Position 24
wurde dabei durch die Aminosäure Alanin ausgetauscht. Diese Mutante zeigt keine auf-
fälligen strukturellen Veränderungen und ist sogar stabiler als der Wildtyp.
Tabelle 3.11: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 6
17/24 20
30 -
48 -
60 62
72 72
88 84
105/116 111
140 138/144
154 154
185 185
197 -
210 207
226 -
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3.1.12Mutante - G113L
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine G113L Mutati-
on aus. Die Aminosäure Glycin an der Position 113 wurde dabei durch die Aminosäure
Leucin ausgetauscht.
Tabelle 3.12: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 -
60 60
72 73
88 86
105/116 110
140 138/144
154 -
185 185
197 -
210 210
226 221
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3.1.13Mutante - G113Q
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine G113Q Mutati-
on aus. Die Aminosäure Glycin an der Position 113 wurde dabei durch die Aminosäure
Glutamin ausgetauscht.
Tabelle 3.13: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 53
60 63
72 73
88 86
105 108
116 -
- 132
140 145
154 -
185 185
197 -
210 210
226 229
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3.1.14Mutante - G116L
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine G116L Mutati-
on aus. Die Aminosäure Glycin an der Position 116 wurde dabei durch die Aminosäure
Leucin ausgetauscht.
Tabelle 3.14: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 -
60 60
72 73
88 84
105/116 111
140 138/144
154 154
185 185
197 -
210 210
226 221/229
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3.1.15Mutante - G116Q
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine G116Q Mutati-
on aus. Die Aminosäure Glycin an der Position 113 wurde dabei durch die Aminosäure
Glutamin ausgetauscht.
Tabelle 3.15: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 53
60 62
72 73
88 84
105 111
140 140
154 154
185 185
197 -
210 210
226 221/229
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3.1.16Mutante - I117A
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine I117A Mutation
aus. Die Aminosäure Isoleucin an der Position 117 wurde dabei durch die Aminosäure
Alanin ausgetauscht.
Tabelle 3.16: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 -
60 60
72 73
88 84
105 -
116 115
140 138/144
154 154
185 185
197 -
210 210
226 221/229
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3.1.17Mutante - I117F
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine I117F Mutation
aus. Die Aminosäure Isoleucin an der Position 117 wurde dabei durch die Aminosäure
Phenylalanin ausgetauscht.
Tabelle 3.17: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 -
60 62
72 73
88 86
105 110
116 -
140 138/144
154 -
185 185
197 -
210 210
226 221/229
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3.1.18Mutante - M145F
Diese Mutante des Proteins Bacteriorhodopsin zeichnet sich durch eine M145F Mutati-
on aus. Die Aminosäure Methionin an der Position 145 wurde dabei durch die Amino-
säure Phenylalanin ausgetauscht.
Tabelle 3.18: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
10 10
17 17
24 24
30 30
48 53
60 62
72 73
88 84
105 111
116 -
- 140 140
154 154
185 185
197 -
210 210
226 221/229
42 Kapitel 3: Ergebnisse
3.2 Halorhodopsin
Die Ergebnisse der Barrierenvorhersage werden direkt mit im Experiment ermittelten
Barrieren verglichen, wobei das Fenster zur Bestimmung von richtig Vorhergesagten
Entfaltungsbarrieren beachtet werden muss (vgl. Kapitel 2.2) [COM05].
Tabelle 3.19: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein. In der rechte Spalte sind die experimentellen Daten aufgetragen. Ein ’ - ’ in
einer Spalte bedeutet, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich des
Fensters (vgl. Kapitel 2.2) oder keine experimentellen Daten gibt. Ein ’ / ’ in einer
Spalte bedeutet, dass mehrere Daten miteinander vereinbar sind.
Vorhersage Halorhodopsin experimentelle Daten
41 37
53 51
66 -
83 -
93 94
113 114
132 127
141 -
156 -
169 171
180 177
191 186/190
222 227
236 237
244 248
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Abbildung 3.2: Darstellung der Ergebnisse der Barrierenvorhersage des Proteins Halorhodopsin. In blau ist der Verlauf der Energiewerte zum jeweiligen
Aminosäurerest gegen die linke y-Achse aufgetragen. In braun ist Verlauf der Kontaktanzahl zum jeweiligen Aminosäurerest gegen die
rechte y-Achse aufgetragen. Die grünen Balken zeigen die experimentell ermittelten Barrieren, während die magentafarbenen Balken die
vorhergesagten Aminosäurereste anzeigen. Grüne Balken mit magentafarbenem Rand zeigen eine genaue Übereinstimmung von Vorher-
sage und Experiment.
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3.2.1 Mutationen
Für das Protein Halorhodopsin wurden insgesamt vier verschiedene Mutationen be-
trachtet, um den Einfluss dieser auf die Vorhersagen zu untersuchen. Diese Betrach-
tung ist notwendig, um einerseits den Einflussbereich der Mutation überprüfen zu kön-
nen und um andererseits die Möglichkeit zu prüfen, ob es möglich ist, mit nur einer
Mutation eine Barrierenvorhersage zu verursachen bzw. eine Vorhersage ausfallen zu
lassen. Hierzu wurden sowohl aufgeklärte als auch modellierte Proteine betrachtet.
Um die Daten optimal vergleichen zu können, werden die Vorhersagen der Mutanten
mit denen des nativen Proteins verglichen.
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3.2.2 Mutante - H95A
Diese Mutante des Proteins Halorhodopsin zeichnet sich durch eine H95A Mutation aus.
Die Aminosäure Histidin an der Position 95 wurde dabei durch die Aminosäure Alanin
ausgetauscht.
Tabelle 3.20: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
- 22
41 -
53 52
66 -
- 74
83 -
93 95
113 110
132 125
141 135
156 150
169 -
180 183
191 -
- 202
- 212
222 224
236 237
244 -
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3.2.3 Mutante - H95R
Diese Mutante des Proteins Halorhodopsin zeichnet sich durch eine H95R Mutation
aus. Die Aminosäure Histidin an der Position 95 wurde dabei durch die Aminosäure Ar-
ginin ausgetauscht.
Tabelle 3.21: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
- 22
41 -
53 52
66 -
- 73
83 -
93 95
113 110
132 125
141 135
156 150
169 -
180 183
191 -
- 202
- 212
222 224
236 237
244 -
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3.2.4 Mutante - R108Q
Diese Mutante des Proteins Halorhodopsin zeichnet sich durch eine R108Q Mutation
aus. Die Aminosäure Arginin an der Position 108 wurde dabei durch die Aminosäure
Glutamin ausgetauscht.
Tabelle 3.22: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
- 22
41 -
53 52
66 -
- 74
83 -
93 95
113 110
132 125
141 135
156 150
169 -
180 183
191 -
- 202
- 212
222 224
236 237
244 -
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3.2.5 Mutante - T203V
Diese Mutante des Proteins Halorhodopsin zeichnet sich durch eine T203V Mutation
aus. Die Aminosäure Threonin an der Position 203 wurde dabei durch die Aminosäure
Valin ausgetauscht.
Tabelle 3.23: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Protein
und in der rechten Spalte sind die Vorhersagen des Mutanten aufgetragen. Dabei
bedeutet ein ’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im
Bereich des anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen des anderen Proteins vereinbar
sind.
Vorhersage natives Protein Vorhersage Mutant
- 22
41 -
53 52
66 -
- 74
83 -
93 95
113 110
132 125
141 135
156 150
169 -
180 183
191 -
- 202
- 212
222 224
236 237
244 -
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3.3 Humane Aquaporine 1
Beim humanen Aquaporin 1 wird, im Gegensatz zu den anderen betrachteten Protei-
nen, nicht nur das native Protein betrachtet und verglichen, sondern auch die bekannten
homologen humanen Aquaporine 2 bis 11 eingeführt. Des Weiteren werden die Ergeb-
nisse von drei unterschiedlich aufgelösten humanen Aquaporinen 1 direkt mit den ex-
perimentellen Daten verglichen [MFS+03].
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3.3.1 Vergleich der aufgeklärten humanen Aquaporine 1
In Tabelle 3.24 ist der Vergleich der Barrierenvorhersagen der drei in unterschiedlicher
Auflösung bekannten humanen Aquaporine 1 aufgetragen (Stand Juni 2013). Diese
Proteine haben folgende PDB-ID’s: 1FQY [MMH+00], 1H6I [dEG01] und 1IH5 [RRC+01].
Die Vorhersagen werden direkt mit den experimentellen Daten verglichen, wobei das
Fenster zur Bestimmung von richtig vorhergesagten Entfaltungsbarrieren beachtet wer-
den muss (vgl. Kapitel 2.2).
Tabelle 3.24: In der ersten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das Protein mit
der PDB-ID 1FQY, in der zweiten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest
für das Protein mit der PDB-ID 1H6I, in der dritten Spalte steht der vorhergesagte
Aminosäurerest für das Protein mit der PDB-ID 1IH5 und in der rechten Spalte
sind die experimentell ermittelten Barrieren aufgetragen. Dabei bedeutet ein ’ - ’ in
einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich des anderen
Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die vorhergesagten Daten mit
mehreren Vorhersagen der anderen Proteine vereinbar sind.
Vorhersage 1FQY Vorhersage 1H6I Vorhersage 1IH5 experimentelle Daten
23 20 - 25
38 43 38 43
48 55 - -
68 65 62 64
- 75 - 80
88 - 89 85
- 93 - -
108 110 102/108 -
120 121 121 124
136 131 133 132
- 142 - -
- 153 - -
160 161 164 162
185 179 182 184
206 204 206 205
219 221 217 217
230
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Abbildung 3.3: Darstellung der Ergebnisse der Barrierenvorhersage des Proteins Aquaporin 1 mit der PDB-ID 1FQY. In blau ist der Verlauf der Energiewerte
zum jeweiligen Aminosäurerest gegen die linke y-Achse aufgetragen. In braun ist Verlauf der Kontaktanzahl zum jeweiligen Aminosäurerest
gegen die rechte y-Achse aufgetragen. Die grünen Balken zeigen die experimentell ermittelten Barrieren, während die magentafarbenen
Balken die vorhergesagten Aminosäurereste anzeigen. Grüne Balken mit magentafarbenem Rand zeigen eine genaue Übereinstimmung
von Vorhersage und Experiment.
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3.3.2 Vergleich der vorhergesagten Barrieren von Aquaporin 1 bis
11
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Vorhersagen der einzelnen Aquapo-
rine tabellarisch dargestellt. Hierbei kommt es sowohl zur Verwendung von aufgeklär-
ten als auch von vorhergesagten Proteinstrukturen. Die Aquaporine mit aufgeklärter
Struktur sind: Aquaporin 1 - 1FQY, Aquaporin 4 - 3GD8 [HYS+09] , Aquaporin 5 -
3D9S [HNF+08]. Die Strukturen von Aquaporin 2 ,3 ,6 ,7 ,8 ,9 ,10 wurden der Mod-
Base entnommen, da hier eine gute Genauigkeit der Strukturvorhersage gegeben war,
lediglich Aquaporin 11 wurde mit SwissModel modelliert und hatte eine höhere Güte,
als das Modell von ModBase.
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Tabelle 3.25: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 1 mit der PDB-ID 1FQY, in der zweiten Spalte steht der vorher-
gesagte Aminosäurerest für Aquaporin 2, in der dritten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 3, in der vierten Spalte
steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 4 mit der PDB-ID 3GD8, in der fünften Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest
für Aquaporin 5 mit der PDB-ID 3D9S und in der rechten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 6. Dabei bedeutet ein
’ - ’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich der anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen der anderen Proteine vereinbar sind.
Vorhersage AQ1 Vorhersage AQ2 Vorhersage AQ3 Vorhersage AQ4 Vorhersage AQ5 Vorhersage AQ6
23 15/24 26 - 17 23
38 39 45 34 38 34
48 55 45 45 47/59 50
68 73 64/75 73 78 69
88 81 89 87 88 -
- - 98 - 102 102
108 101/107 107 114 108 102
120 125 117 116 123 118
136 136 131 131 131 137
- 146 144 144 147 146
160 154 152/160 152/165 155 -
- 171 173 173 171
185 192 185 182 196 182
206 208 203 200 204 212
219 221 - 225 217 220
230 231 229 236 225/233 238
- - 246 245 243 238
- - 258 - - 252
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Tabelle 3.26: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 7, in der zweiten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest
für Aquaporin 8, in der dritten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 9, in der vierten Spalte steht der vorhergesagte
Aminosäurerest für Aquaporin 10 und in der rechten Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für Aquaporin 11. Dabei bedeutet ein ’ -
’ in einer Spalte, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich der anderen Proteins gibt. Ein ’ / ’ in einer Spalte bedeutet, dass die
vorhergesagten Daten mit mehreren Vorhersagen der anderen Proteine vereinbar sind.
Vorhersage AQ7 Vorhersage AQ8 Vorhersage AQ9 Vorhersage AQ10 Vorhersage AQ11
- - 31 31 -
48 45 41 - 43
56 53 54 52 52
64 61/70 73 71 72
87 79/88 90 88 86
106 105 103 101 100
113 117 118 110 114
120 117 118 124 125
129 128 135 133 134
144 147 141 146 151
153 147 154 - 151
163 170 165 163 171
171 170 173 - - 171
189 185/192 186 185/194 188
204 198 204 205 204
216 222 - - -
- 230 229 227 225
240 238 243 241 -
250 253 251 249 249
261 - 260 258 -
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3.4 Natives Rinderrhodopsin
Die Ergebnisse der Barrierenvorhersage werden direkt mit im Experiment ermittelten
Barrieren verglichen, wobei das Fenster zur Bestimmung von richtig vorhergesagten
Entfaltungsbarrieren beachtet werden muss (vgl. Kapitel 2.2) [TPF+06].
Tabelle 3.27: In der linken Spalte steht der vorhergesagte Aminosäurerest für das native Pro-
tein. In der rechte Spalte sind die experimentellen Daten aufgetragen. Ein ’ - ’ in
einer Spalte bedeutet, dass es für diesen Wert keine Vorhersage im Bereich des
Fensters (vgl. Kapitel 2.2) oder keine experimentellen Daten gibt. Ein ’ / ’ in einer
Spalte bedeutet, dass mehrere Daten miteinander vereinbar sind.
Vorhersage natives Rinderhodopsin experimentelle Daten
17 19
28 26
41 35
48/52 45
63 64
86 82
99 97
108 108
129 123
141 -
155 159
164/173 169
197/206 199
219/225 219
236 243
262/269 262
275 -
286 -
300 296
- 314
323 -
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Abbildung 3.4: Darstellung der Ergebnisse der Barrierenvorhersage des Proteins Rinderrhodopsin. In blau ist der Verlauf der Energiewerte zum jeweiligen
Aminosäurerest gegen die linke y-Achse aufgetragen. In braun ist Verlauf der Kontaktanzahl zum jeweiligen Aminosäurerest gegen die
rechte y-Achse aufgetragen. Die grünen Balken zeigen die experimentell ermittelten Barrieren, während die magentafarbenen Balken die
vorhergesagten Aminosäurereste anzeigen. Grüne Balken mit magentafarbenem Rand zeigen eine genaue Übereinstimmung von Vorher-
sage und Experiment.
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse
In der folgenden Abbildung 3.5 sind die Ergebnisse der Vorhersagen der Entfaltungsbar-
rieren der einzelnen Proteine schematisch gegen die Struktur des betreffenden Proteins
aufgetragen.
Sekundär-
struktur
Exp.
Entfaltungs-
barrieren
Vorher-
gesagte 
Entfaltungs-
barrieren
Bacteriorhodopsin
Halorhodopsin
Humanes Aquaporin 1
Rinder Rhodopsin
Abbildung 3.5: Vergleich der vorhergesagten Entfaltungsbarrieren mit denen im Experiment er-
mittelten aufgetragen gegen eine schematische Struktur des betreffenden Pro-
teins. Hierbei stellt die obere Spalte jeweils die schematische Sekundärstruktur
des Proteins nach der UniprotKB dar. Die zweite Zeile zeigt die experimentell er-
mittelten Entfaltungsbarrieren und die dritte Zeile zeigt die vorhergesagten Ent-
faltungsbarrieren. Da es sich um eine schematische Abbildung handelt, können
die dargestellten Abstände zu den reellen Abständen unterschiedlich sein.
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4 Evaluation
In diesem Kapitel werden die Ergebnisse gesammelt und mit den in Kapitel 1.5 vor-
gestellten Gütemaßen evaluiert. Hierbei werden nicht nur die Ergebnisse aus dieser
Arbeit, welche nur mit den nativen Proteinen arbeitet vorgestellt, sondern auch die Er-
gebnisse, welchen die Simulation des Experiments zu Grunde liegt, um die Verwendung
des nativen Zustandes besser nachvollziehen zu können.
4.1 Mit Experiment-Simulation
Die Ergebnisse, welche mit einer Simulation des Experiments erzielt wurden, werden
nicht explizit, sondern lediglich in zusammengefasster Form vorgestellt. Somit ergibt
sich für diese Ergebnisse folgende Tabelle:
Tabelle 4.1: Darstellung der Ergebnisse für die Simulation des Experiments
PDB ID’s der Proteine
1BRR 1E12 1FQY 1U19 insgesamt
Vorhersage
Anzahl AS 226 235 222 345 1028
TP 11 12 11 17 51
TN 209 217 203 320 949
FN 0 0 0 0 0
FP 6 6 8 8 28
Aus dieser Tabelle ergibt sich folgende Konfusionsmatrix:
Tabelle 4.2: Konfusionsmatrix für die Simulation des Experiments
Experiment
positiv negativ
Vorhersage
positiv 51 28
negativ 0 949
Anhand dieser Ergebnisse werden die in Kapitel 1.5 vorgestellten Gütemaße für dieses
Verfahren berechnet. Für den MCC ergibt sich folgendes Ergebnis analog zur Gleichung
1.7 :
(4.1) MCC =
51×949−28×0√
(51+28)× (51+0)× (949+0)×)(949+28) = 0,792
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Um nun das F1-Maß berechnen zu können sind zunächst die in Kapitel 1.5 eingeführ-
ten Größen Genauigkeit und Trefferquote analog zu den Gleichungen 1.8 und 1.9, zu
ermitteln.
(4.2) Genauigkeit =
51
(51+28)
= 0,646
(4.3) Tre f f erquote=
51
(51+0)
= 1,0
Mit Hilfe dieser beiden Größen berechnet man nun analog zur Gleichung 1.10 das F1-
Maß:
(4.4) F1= 2× (0,646×1,0)
(0,646+1,0)
= 0,785
4.2 Nativer Zustand
Dieser Abschnitt dient der Darstellung der Ergebnisse, welche explizit in den einzelnen
Abschnitten des Kapitels 3 dargestellt wurden, und deren Evaluierung.
Aus den dargestellten Tabellen in Kapitel 3, welche die Vorhersagen für Entfaltungs-
barrieren für die einzelnen nativen Proteine enthalten, ergibt sich, analog zum vorigen
Abschnitt 4.1, folgende Tabelle:
Tabelle 4.3: Darstellung der Ergebnisse für den nativen Zustand
PDB ID’s der Proteine
1BRR 1E12 1FQY 1U19 insgesamt
Vorhersage
Anzahl AS 226 235 222 345 1032
TP 11 12 11 16 50
TN 211 218 210 324 967
FN 0 0 0 1 1
FP 4 5 1 4 14
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Aus dieser Tabelle ergeht folgende Konfusionsmatrix:
Tabelle 4.4: Konfusionsmatrix für die Simulation des Experiments
Experiment
positiv negativ
Vorhersage
positiv 50 14
negativ 1 967
Anhand dieser Ergebnisse werden die in Kapitel 1.5 vorgestellten Gütemaße für dieses
Verfahren berechnet. Für den MCC ergibt sich folgendes :
(4.5) MCC =
50×967−14×1√
(50+14)× (50+1)× (967+1)×)(967+14) = 0,868
Zunächst sind nun die in Kapitel 1.5 eingeführten Größen Genauigkeit und Trefferquote
zu berechnen.
(4.6) Genauigkeit =
50
(50+14)
= 0,781
(4.7) Tre f f erquote=
50
(50+1)
= 0,980
Mit Hilfe dieser beiden Größen berechnet man nun das F1-Maß:
(4.8) F1= 2× (0,781×0,980)
(0,781+0,980)
= 0,869
4.3 Signifikanztest mittels randomisierter Daten
Ein weiteres Verfahren, um die Güte eines Algorithmus zu bestärken, ist der Vergleich
zu randomisierten Daten. Es wurde kein komplett auf Zufall basierendes Verfahren ver-
wendet, sondern ein auf realen Werten basierendes. Das bedeutet im Speziellen, dass
die Erzeugung der Binärsequenz, wie in Kapitel 2.1 bereits eingeführt, nicht gleich-
verteilt zufällig ist, sondern auf speziellen Werten beruht. Um diese speziellen Werte
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zu erhalten, wurden die vor der ersten Zusammenfassung erhaltenen Binärsequenzen
verwendet. Von diesen Sequenzen wurde nun ermittelt, wie oft auf eine 0 (keine Vor-
hersage) eine 0, auf eine 0 eine 1 (Vorhersage), auf eine 1 eine 0 und auf eine 1 eine
weitere 1 folgt.
Aus den vier betrachteten Proteinen ergibt sich folgende Tabelle, in der die Anzahl der
aufeinander folgenden Werte dargestellt ist.
Tabelle 4.5: Darstellung der Anzahl, wie häufig auf eine 0 (keine Vorhersage) eine 0, auf eine 0
eine 1 (Vorhersage), auf eine 1 eine 0 und auf eine 1 eine weitere 1 folgt.
0 1
0 614 165
1 168 88
Mit der Gesamtanzahl der Vorhersagen lassen sich mit Hilfe der in Tabelle 4.5 erhalte-
nen Werte Wahrscheinlichkeiten berechnen.
Tabelle 4.6: Darstellung der Prozentwerte, mit welchen Wahrscheinlichkeiten auf eine 0 (keine
Vorhersage) eine 0, auf eine 0 eine 1 (Vorhersage), auf eine 1 eine 0 und auf eine
1 eine weitere 1 folgt.
0 1
0 78.82 21.18
1 65.62 34.38
Mit Hilfe dieser Werte wurden nun 200001 Vorhersagen gemacht, bei denen mit 78.82%-
iger Wahrscheinlichkeit auf eine nicht Vorhersage eine nicht Vorhersage, mit 21.18%-
iger Wahrscheinlichkeit auf eine nicht Vorhersage eine Vorhersage, mit 65.62%-iger
Wahrscheinlichkeit auf eine Vorhersage eine nicht Vorhersage und mit 34.38%-iger
Wahrscheinlichkeit auf eine Vorhersage eine weitere Vorhersage folgt.
Alle zufällig erzeugten Vorhersagesequenzen wurden anschließend, genau wie bei der
Betrachtung der anderen Proteine, zusammengefasst und evaluiert (vgl. Abbildung 2.3
und 2.4).
Für alle 200001 Zufallsvorhersagen ergibt sich ein durchschnittlicher MCC von 0,691
mit einer Standardabweichung von 0,0299 und einem durchschnittlichen F1 von 0,694
mit einer Standardabweichung von 0,0297.
Somit ist, ausgehend von einem MCC von 0,868 und einem F1-Maß von 0.869 für
die Betrachtung des nativen Zustands der Proteine, der entwickelte und verwendete
Vorhersagealgorithmus, auf den MCC bezogen, 5.919 Standardabweichungen, und auf
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das F1-Maß bezogen, 5,892 Standardabweichungen mal besser, als die erzeugte Vor-
hersagen, welche auf randomisierten Daten beruhen und damit die selben zugrunde
liegenden Wahrscheinlichkeiten haben.
Bei einer komplett zufälligen Vorhersage, bei der alle Werte der Wahrscheinlichkeitsta-
belle 50% betragen, ist das Ergebnis nur wenig unterschiedlich zu dem bisher genann-
ten.
Auch hier wurden 200001 Vorhersagen durchgeführt und liefern einen durchschnittli-
chen MCC von 0,665 mit einer Standardabweichung von 0,0155 und einem durch-
schnittlichen F1 von 0,658 mit einer Standardabweichung von 0,0176.
Diese Vorhersage ist somit 0,026 bzw. 0,036 schlechter als die auf berechneten Wahr-
scheinlichkeiten beruhende. Dadurch, dass die Standardabweichungen kleiner sind,
kann bei der zufälligen Vorhersage von konstanten Ergebnissen ausgegangen wer-
den.
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5 Diskussion
Dieser Abschnitt befasst sich mit der Diskussion der in der Arbeit erzielten Ergebnisse
und Erkenntnisse.
5.1 Mutationen
Im folgenden werden die Ergebenisse der Betrachtung der verschiedenen Mutationen
gesammelt und mit den in der Literatur bekannten Effekten verglichen. [SBL+08] Die
Tabelle wurde adaptiert [Dre08] und mit den neuen Erkenntnissen ergänzt bzw. verbes-
sert.
Um den globalen Einfluss der Mutationen geltend zu machen und sie nicht nur punktuell
zu betrachten, wird für die Aussage in der folgenden Tabelle 5.1 das Gesamtpotential
der Energien der Aminosäurereste berechnet. Ist das Gesamtpotential der Muatation
höher als der des Wildtyps, sprechen wir von einer destabilisierenden, bei einer Er-
niedrigung des Gesamtpotentials gegenüber des Wildtyps von einer stabilisierenden
Mutation.
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Tabelle 5.1: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse der Einflüsse der Mutationen auf die Sta-
bilität des Proteins. Hierbei bedeutet ein ’l.’ leicht und ein ’-’, dass keine vergleichen-
de Aussage getroffen werden konnte.
Protein Mutation Auswirkung in
der Literatur
Vorhersage Kongruenz
Bacteriorhodopsin
D96N destabilisierend stabilisierend nein
D85S keine Aussage stabilisierend -
F219L keine Aussage l. stabilisierend -
P50A keine Auswirkung stabilisierend nein
M56A keine Auswirkung destabilisierend nein
P186A keine Auswirkung stabilisierend nein
P91A keine Auswirkung stabilisierend nein
T24S destabilisierend destabilisierend ja
T24V destabilisierend destabilisierend ja
T24A destabilisierend destabilisierend ja
G113L destabilisierend l. stabilisierend nein
G113Q destabilisierend destabilisierend ja
G116L destabilisierend l. stabilisierend nein
G116Q destabilisierend destabilisierend ja
I117A destabilisierend l. stabilisierend nein
I117F destabilisierend l. stabilisierend nein
M145F aktiv keine Auswirkung ja
Halorhodopsin
H95A destabilisierend stabilisierend nein
H95R destabilisierend stabilisierend nein
R108Q inaktiv stabilisierend -
T203V eingeschränkt
aktiv
stabilisierend -
Anhand dieser Tabelle kann man erkennen, dass die in der Literatur vorhandene Aussa-
ge über die Auswirkung auf die Stabilität einer Mutation keinesfalls mit dem hier verwen-
deten Energieprofil einhergehen muss. Genau genommen stimmen lediglich sechs der
20 Aussagen mit der Literatur überein. Das entspricht 30%, wobei zu 4 Mutationen kei-
ne vergleichende Aussage getroffen werden kann. Dies ist bedingt dadurch, dass das
hier verwendete und ausgewertete Energieprofil keinerlei Angaben zur Aktivität oder In-
aktivität eines Proteins geben kann. Hierbei muss man beachten, dass auch wenn z. B.
in der Literatur eine Mutation ohne Effekt angegeben wird, sie dennoch Einfluss auf die
Stabilität nehmen kann, welche allerdings keine Auswirkungen auf die Aktivität haben.
Die in dieser Arbeit untersuchten Mutationen zeigen klar und deutlich, dass die Betrach-
tung einer einzigen Mutation mit dem Energieprofil eine Aussage über die Stabilität des
Gesamtproteins zulassen. Hierbei gilt weiterhin zu beachten, dass die Effekte, welche
in der oben stehenden Tabelle 5.1 genannt werden, sich ausschließlich auf die Betrach-
tung des Energieprofils beziehen, nicht auf das Kontaktprofil bzw. beide Profile. Hierbei
ist, wie bei allen anderen unterschiedlich aufgeklärten Proteinen auffällig, dass sich das
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Kontaktprofil der Proteine erheblich unterscheidet. Dies hat, verglichen mit der Berech-
nung des Energieprofils aus Kapitel 1.3.2, einen erheblichen Einfluss auf eben dieses,
wenn, aufgrund der Aufklärung oder der Mutation, spezifische Kontakte einer Aminosäu-
re wegfallen. Es lässt sich im Rahmen der hier getätigten Vorhersage allerdings nicht
exakt nachprüfen, ob ein Kontakt aufgrund der Aufklärung oder seiner Strukturvorhersa-
ge wegfällt oder ob es an veränderten sterischen Begebenheiten in dem Protein liegt.
Da es sich bei den betrachteten Proteinen um Tunnelproteine handelt, können diese
sterischen Begebenheiten ebenfalls durch den unterschiedlichen Zustand in dem sich
das Protein zur Zeit seiner Aufklärung, befindet, entstehen. Die folgenden vier Abbil-
dungen sollen exemplarisch die Unterschiede in den Kontakt- und Energieprofilen bei
Mutationen im Vergleich zum Wildtyp zeigen. Die Abbildungen 5.1 und 5.2 zeigen dabei
exemplarisch die Unterschiede in den Profilen von Bacteriorhodopsin zu einer Mutan-
ten, während die Abbildung 5.3 und 5.4 die Unterschiede von Halorhodopsin zu einer
seiner Mutanten verdeutlichen sollen. Die betrachtete Mutante für Bacteriorhodopsin ist
dabei die zuvor betrachtete D96N Mutante mit der PDB-ID 1C8R (vgl. Kapitel 3.1.2),
während bei Halorhodopsin die H95A Mutante (vgl. Kapitel 3.2.2) betrachtet wird.
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Energieprofilvergleich: 1BRR zu 1C8R (D96N)
Energieprofil 1BRR Energieprofil 1C8R
Abbildung 5.1: Vergleich des Energieprofils von Bacteriorhodopsin zum Energieprofil der Bacteriorhodopsinmutante D96N. In rot ist der Aminosäurerest
der Mutation markiert, während in grün die Kontakte und somit die direkt beeinflussten Aminosäurereste markiert sind.
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Kontaktprofilvergleich: 1BRR zu 1C8R (D96N)
Kontaktprofil 1BRR Kontaktprofil 1C8R
Abbildung 5.2: Vergleich des Kontaktprofils von Bacteriorhodopsin zum Energieprofil der Bacteriorhodopsinmutante D96N. In rot ist der Aminosäurerest der
Mutation markiert, während in grün die Kontakte und somit die direkt beeinflussten Aminosäurereste markiert sind.
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Energieprofilvergleich: 1BRR zu H95A
Energieprofil 1E12 Energieprofil H95A
Abbildung 5.3: Vergleich des Energieprofils von Bacteriorhodopsin zum Energieprofil der Halorhodopsinmutante H95A. In rot ist der Aminosäurerest der
Mutation markiert, während in grün die Kontakte und somit die direkt beeinflussten Aminosäurereste markiert sind.
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Kontaktprofilvergleich: 1BRR zu H95A
Kontaktprofil 1E12 Kontaktprofil H95A
Abbildung 5.4: Vergleich des Kontaktprofils von Bacteriorhodopsin zum Energieprofil der Halorhodopsinmutante H95A. In rot ist der Aminosäurerest der
Mutation markiert, während in grün die Kontakte und somit die direkt beeinflussten Aminosäurereste markiert sind.
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Es lässt sich mit der hier verwendeten Vergleichsmethode keinerlei Aussage über die
Auswirkungen einer veränderten Aminosäure auf die Aktivität des Proteins treffen, son-
dern lediglich über den Einfluss auf das Energieprofil. Hierbei muss beachtet werden,
dass eine stabilisierende oder destabilisierende Mutation nicht zwangsläufig bedeutet,
dass das Protein besser oder schlechter ist.
Bei der Betrachtung der Entfaltungsbarrieren fällt auf, dass es lediglich eine Verschie-
bung um einige Aminosäuren gibt, welche durch die Mutation entstehen können. Aller-
dings bleibt es hier nicht ausgeschlossen, das auch die Veränderungen im Kontaktprofil
einen starken Einfluss haben. Die Vorhersage der Entfaltungsbarrieren gibt weiterhin
Einblicke in die Entstehung von Entfaltungsbarrieren. Für vier der betrachteten Muta-
tionen von Bacteriorhodopsin gibt es experimentelle Daten, welche sich nicht von de-
nen des nativen Proteins unterscheiden. Hier zu nennen sind die Mutationen P50A,
M56A, P91A und P186A. Diese Mutationen führen zu keinerlei Veränderungen in den
experimentell ermittelten Entfaltungsbarrieren, allerdings verursachen sie zum Teil stark
veränderte Energieprofile. Dies lässt die Aussage zu, dass eine einzelne Mutation inner-
halb sowieso außerhalb einer Energiebarriere, keinerlei Einfluss auf deren Ausbildung
hat. Somit bedarf es weiterer Informationen, um eine Barriere noch genauer zu definie-
ren und vorhersagen zu können, als die energetischen und strukturellen Eigenschaften
von Proteinen.
5.2 Vergleich Bacterio- und Halorhodopsin
Ein besonderes Augenmerk muss auf dem Vergleich der beiden Proteine Bacterio- und
Halorhodopsin gelegt werden, da sich diese strukturell sehr ähnlich sind. Laut FAT-
CAT [YG04] sind sie sogar identisch, was ihr 3D-Strukturalignment anbelangt. Dieses
3D-Strukturalignment bezieht sich auf die Backbone der Proteine und derenCα -Atome.
Diese werden durch den Algorithmus so übereinander gelegt, dass der Abstand des
Cα -Atoms von Protein A möglichst gering zu dem von Protein B ist. Dieser wird über
alle Cα -Atome durchgeführt und die geringsten Abstände ermittelt. Dir Umstand, dass
Bacterio- und Halorhodopsin laut diesem Vergleich identisch sind, könnte durch das
Runden ab einer gewissen Nachkommastelle zustande kommen. Um eine Aussage
über die mögliche Vererbung und Homologie der Energiebarrieren in Proteinen treffen
zu können, ist diese Ähnlickeit allerdings essentiell. In der folgenden Abbildung sind die
in Kapitel 3 aufgeführten Barrierenvorhersagen in die 3D-Struktur eingetragen und die
beiden betrachteten Proteine 3D-strukturaligniert.
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Abbildung 5.5: Vergleich der Barrierenvorhersagen anhand der Proteine Bacterio- und Halorhodopsin. Bacteriorhodpsin ist dabei in orange und Halorho-
dopsin in blau dargestellt. Die vorhergesagten Barrieren werden innerhalb des Proteins als Sphäre angezeigt. Abbildung A zeigt die Proteine
von der Vorderseite, während Abbildung B sie von der Rückseite zeigt. Abbildung C zeigt die Proteine von oben und Abbildung D von unten.
N und C zeigen jeweils die Termini in den Abbildungen an.
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Es ist klar erkennbar, dass die Vorhersagen in den Helices und auch in den verbinden-
den Loops in ähnlichen Bereichen liegen. Zum Teil liegen die Vorhersagen, strukturell
betrachtet, genau übereinander. Bei dieser Ähnlichkeit der beiden Proteine war dies zu
erwarten. Interessanter ist die Tatsache, dass die falsch positiv Vorhersagen (vgl. Ka-
pitel 3) in den selben strukturellen Bereichen der Helices der beiden Proteine liegen.
Bei beiden Proteinen liegen alle falschen Vorhersagen in den Helices B,D und F. Bei
Halorhodopsin wird lediglich ein falsch positiver Wert mehr vorhergesagt als bei Bac-
teriorhodopsin. Diese Tatsachen sprechen dafür, dass der Algorithmus zur Vorhersage
von Entfaltungsbarrieren in α-helikalen Membranproteinen, funktioniert, und keine ver-
meintlich zufälligen Ergebnisse produziert.
5.3 Vergleich humane Aquaporine 1
Die drei unterschiedlich aufgeklärten humanen Aquaporine 1 haben nur einen kleinen
Unterschied in der Auflösung wobei 3,8Å die schlechteste und 3,58Å die beste Auflö-
sung ist. Hierbei ist allerdings auffällig, dass sich die Barrierenvorhersagen unterschei-
den. Dies könnte an der unterschiedlichen Güte der Aufklärung liegen. Auch kann es
sein, dass es an der Kristallisation und dem Moment der Kristallisation des Proteins
liegt. Dies lässt sich zum Beispiel dadurch erklären, dass bei unterschiedlichen Aufklä-
rungen, jeweils unterschiedliche momentane Bewegungen des Proteins auskristallisiert
wurden, was letztendlich zu unterschiedlichen Ergebnissen bei der Aufklärung führte.
Die folgenden zwei Abbildungen zeigen das Ausmaß der Unterschiede in den Aufklä-
rungen anhand der Vergleiche der Energie- und Kontaktprofile.
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Abbildung 5.6: Grafische Darstellung der Energiewerte der einzelnen Aminosäuren der drei humanen Aquaporine 1
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Abbildung 5.7: Grafische Darstellung der Kontaktwerte der einzelnen Aminosäuren der drei humanen Aquaporine 1
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Trotz aller Unterschiede in den verwendeten Profilen sind die Differenzen in den Ergeb-
nissen der Vorhersage nur sehr gering und unterscheiden sich nur um wenige Amino-
säuren. Der größte Unterschied zwischen den Vorhersagen der einzelnen Proteine be-
steht darin, dass einige Vorhersagen getroffen werden oder nicht. Das Nichtvorhanden-
sein der Vorhersagen kann man hierbei auf die Veränderungen im Kontakt- und somit
auch im Energieprofil zurückführen (vgl. 2.3.1). Auch stellt sich durch diesen Vergleich
die Frage, ob ein Algorithmus mit schwächeren Schwellwerten und somit mehr Vorher-
sagen eine Angleichung dieser unterschiedlich aufgeklärten Proteine zur Folge hat oder
ob man bei Überschneidungen der erzielten Ergebnisse von gesicherten Barrieren und
bei unterschiedlichen Ergebnissen von eventuellen Entfaltungsbarrieren sprechen kann.
5.4 Vergleich Aquaporine 1 bis 11
Beim Vergleich der homologen Proteine der Aquaporine 1 bis 11 war es vor allen Dingen
wichtig, eine Aussage über die Vererbung der Entfaltungsbarrieren treffen zu können.
Demnach soll diese Betrachtung Aufschluss über die mögliche Homologie von Barrieren
geben. Einen ersten Einblick geben hier die Ergebnisse der Diskussion beim Vergleich
der Proteine Halo- und Bacteriorhodopsin in Kapitel 5.2. Auffällig ist die Ähnlichkeit der
Barrierenvorhersagen aller Aquaporine sowohl bei den 3D-strukturvorhergesagten als
auch bei den 3D-strukturbestimmten Proteinen (vgl. Kapitel 3.3.2 und Tabellen 3.25
und 3.26). Hierbei fällt auf, dass sich die Vorhersagen nur leicht verschieben bzw. nur
in wenigen Proteinen einige Vorhersagen nicht getroffen wurden. Dabei macht es kei-
nen Unterschied, wie lang das untersuchte Protein ist. Die längeren der Aquaporine
überschneiden sich bei den Vorhersagen genauso wie die kürzeren, da hier lediglich
die Propeptide länger sind. Der eigentliche aktive Teil des Proteins, der als Wassertun-
nel fungiert, ist strukturell fast identisch. Um die strukturellen Überschneidungen der
Vorhersagen aus den Tabellen 3.25 und 3.26 grafisch darzustellen, dient die folgende
Abbildung 5.8.
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Vergleich Humanes Aquaporin
SSE
Exp.
AQ1
AQ2
AQ3
AQ4
AQ5
AQ6
AQ7
AQ8
AQ9
AQ10
Abbildung 5.8: Grafische Darstellung des Vergleichs der unterschiedlichen Vorhersagen der hu-
manen Aquaporine. Hierbei werden die Vorhersagen der Aquaporine (AQ) von
eins bis elf schematisch gegen die Sekundärstrukturelemente (SSE) aufgetra-
gen. Die Vorhersagen sind hierbei in rot dargestellt. Zusätzlich werden experi-
mentelle Daten (Exp.) schematisch gegen die SSE aufgetragen. Dabei werden
die experimentell ermittelten Entfaltungsbarrieren in grün dargestellt. Die blau-
en Balken sollen verdeutlichen, ob eine Vorhersage der anderen Aquaporine im
selben Bereich liegt wie die von Aquaporin 1.
Bei der Abbildung muss beachtet werden, dass nur ein struktureller Vergleich der Vor-
hersagen von Entfaltungsbarrieren der Aquaporine 1 bis 10 möglich war. Dies liegt dar-
an, dass das 3D-Strukturalignment des Aquaporin 11 zwar auf das von Aquaporin 1
passt, sich die N- bzw. C-Termini jedoch nicht übereinander befinden, sondern inmitten
des anderen Proteins. Aus diesem Grund kann kein Vergleich zwischen den Sekundär-
strukturelementen und den Entfaltungsbarrieren hergestellt werden.
Durch diesen strukturellen Vergleich der Vorhersagen könnte man durch die Überla-
gerung dieser, eine bestimmtere Aussage über die Güte und Verlässlichkeit einer Bar-
rierenvorhersage erhalten. So ist es möglich, dass Vorhersagen, welche in allen Protei-
nen getroffen werden, wirklich über die Homologie erklärbar sind und dementsprechend
auch wirklich in der Natur vorkommen, sozusagen eine Konsensusvorhersage bilden.
Es ist allerdings nicht auszuschließen, das durch Besonderheiten im Protein eine ein-
zelne Vorhersage zustande kommt, welche auch experimentell nachgewiesen werden
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würde, was an dieser Stelle allerdings nicht überprüfbar ist.
Wie bereits bei dem Vergleich der Proteine Bacterio- und Halorhodopsin festgestellt
wurde, kann keine exakte Aussage über die Vererbung von Entfaltungsbarrieren getrof-
fen werden. Es muss nicht unbedingt an der Homologie der Proteine liegen, dass die
Übereinstimmungen der Vorhersagen der Entfaltungsbarrieren so groß sind sondern
es kann auch sein, dass es strukturbedingt ist und jedes andere Protein mit ähnlicher
Struktur, welches nicht homolog ist, die selben oder ähnliche Entfaltungsbarrieren auf-
weist.
5.5 Vergleich Vorhersage mit randomisierten Daten
Auch wenn die Güte des Vorhersagealgorithmus für Entfaltungsbarrieren in α-helikalen
Membranproteinen mit einem MCC und einem F1-Maß von über 0,86 schon sehr gu-
te Ergebnisse liefert, so ist erkennbar, dass die Güte von zufälligen Ergebnissen mit
randomisierten Daten von ca. 0,69, nur geringfügig schlechter ist. Dies wirkt weniger
überraschend, wenn man bedenkt, dass die Vorhersagen, wie bereits in 4.3 erwähnt
wurde, nicht komplett auf Zufall beruhen, sondern auf Wahrscheinlichkeiten, die auf den
Ergebnissen des gut funktionierenden Vorhersagealgoritmus basieren. Des Weiteren ist
der Parameter, welcher für die Güte verantwortlich ist (vgl. Kapitel 2.2) sehr weitläufig
gefasst und führt somit auch bei einem zufälligen Ergebnis häufig zu richtigen Vorher-
sagen. Auch liegen die experimentell ermittelten Barrieren häufig sehr nah beieinander,
was dazu führt, das ein zufällig ermittelter Wert teilweise zwei unterschiedlich experi-
mentell ermittelte Entfaltungsbarrieren erklärt und somit zu einer hohen Güte führt. Der
größte Unterschied zwischen beiden Verfahren werden die Vorhersagen innerhalb der
Abschnitte des Proteins sein, in denen keine experimentellen Daten und auch die falsch
positiven Vorhersagen liegen. Allerdings werden in diesen Bereichen bei dem zufälligen
Verfahren hier mehr falsche Vorhersagen liegen als bei der ursprünglichen Vorhersage.
Diese Aussage unterstreicht die Tatsache, dass eine komplett auf Zufall beruhende Vor-
hersage eine nur um ca. 0,04 schlechtere Güte hat, als die Vorhersage, welche auf den
erzeugten Wahrscheinlichkeiten beruht. Wenn man die Aussage auf die Standardabwei-
chung der Gütemaße bezieht, so erkennt man, dass die zufällige Vorhersage signifikant
schlechter ist, als die auf berechneten Wahrscheinlichkeiten beruhende. Im Verhältnis
zu der vollkommen zufälligen Vorhersage ist der Vorhersagealgorithmus ausgehend von
einem MCC von 0,868 und einem F1-Maß von 0.869 für den nativen Zustand der Pro-
teine 13,1 mal besser bzw. 12 mal besser als die zufällige Vorhersage (vgl. 4.3). Somit
kann, bei einem Unterschied von ca. 13 Standardabweichungen, davon ausgegangen
werden, dass die Vorhersage der Entfaltungsbarrieren kein Zufall sind, und der Vorher-
sagealgorithmus eine verlässliche Güte besitzt.
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6 Molekularbiologische Interpretation
Die auftretenden Unterschiede zwischen den aufgeklärten Proteinen, sowohl bei Bacte-
riorhodopsin, Halorhodopsin und Aquaporin 1 als auch bei deren Mutationen, könnten
durch unterschiedliche Kristallisation oder durch natürliche Bewegungen des Proteins
zustande kommen.
Durch den Vergleich von Bacterio- und Halorhodopsin und durch den Vergleich der
Aquaporine 1 bis 11, kann man sagen, dass sich Entfaltungsbarrieren in einer homo-
logen Reihe, aufgrund der Strukturähnlichkeiten, nicht sehr groß unterscheiden. Aller-
dings ergibt sich an dieser Stelle die Frage, ob es an der Homologie der Proteine liegt,
die zu einer Ähnlichkeit in den Entfaltungsbarrieren führt oder ob die Struktur die Entfal-
tungsbarrieren bedingt und somit auch andere, nicht verwandte Proteine ähnliche oder
sogar die gleichen Entfaltungsbarrieren aufweisen. Dagegen spricht allerdings die Tat-
sache, dass die Entfaltungsbarrieren von Bacterio- oder Halorhodopsin und Aquaporin
1 nicht vergleichbar sind, obwohl sich die Strukturen sehr ähneln.
Im Punkt 5.2 wurde der Vergleich zwischen Halo- und Bacteriorhodopsin angestellt, um
die Verlässlichkeit des Vorhersagealgorithmus zu bestätigen. Da sich die falsch positi-
ven Vorhersagen auffällig oft in den Helices befanden, lag eine Überprüfung des Ex-
periments beider Proteine nahe. Bei dieser Überprüfung stellte sich heraus, dass es
die Möglichkeit der spontanen Entfaltung innerhalb der Membran gibt und auch eine
Temperatur- und Zuggeschwindigkeitsabhängigkeit [JSH+04] vorhanden ist. Weiterhin
ist auffällig, dass sich alle falsch positiven Vorhersagen bei Halo- und Bacteriorhodopsin
innerhalb bzw. am Anfang und Ende von Helices befinden, welche komplett ohne expe-
rimentelle Barrieren vorliegen. Auch sind die Bereiche ohne experimentellen Daten für
ein Protein von ca. 240 Aminosäuren sehr lang (ca. 40 bis 50 Aminosäuren). Des Weite-
ren sind die Kräfte, die benötigt werden, um die vor diesen Bereichen liegende Barrieren
zu lösen, mit teilweise 200 pN sehr hoch.Teilweise wird mit fast 3-facher Kraft gezogen
bis die Barriere gelöst ist. Es könnte sein, dass die Kraft, welche vor den Helices mit
den falsch positiven Vorhersagen wirkt, dazu führt, dass eine spontane Selbstentfaltung
der nachfolgenden Helix stattfindet. Auch könnte es sein, dass sich Barrieren innerhalb
der Helix entfalten, da die Energie gering ist und lediglich eine schwache Barriere aus-
bilden. Die übertragene Energie der Entfaltung vorher könnte somit ausreichen, um die
Barriere vor ihrer Detektion aufzulösen. Somit ist die Hypothese legitim, dass der Vor-
hersagealgorithmus sogar noch besser arbeitet als das Experiment auf den ersten Blick
vermuten lässt, da er sogar im Experiment nicht detektierbare Entfaltungsbarrieren er-
kennt und vorhersagt und somit sogar eine Verbesserung gegenüber des Experiments
darstellt. Diese Hypothese lässt sich zum jetztigen Zeitpunkt allerdings nicht überprü-
fen.
Weiterhin muss festgehalten werden, dass im Falle des Vorhersagealgorithmus das Ex-
periment die entscheidende Variable über die Güte des Algorithmus ist. Wie in den
bisherigen Abschnitten bereits erwähnt, spielt es eine entscheidende Rolle, welche Auf-
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klärung eines Proteins verwendet wird und welche Auflösung diese besitzt. Zwar ist die
Güte in einem gewissen Maße proteinübergreifend, wie man in der Tabelle des Verglei-
ches der Aquaporine 1 entnehmen kann, dennoch spielt das verwendete Protein eine
große Rolle bei der Wahl der Parameter. Eine Möglichkeit, wie man diesem Umstand
eventuell aus dem Weg gehen könnte, wäre die Aufklärung von Membranproteinen nicht
über Röntgenstrukturanalyse sondern über die Kernspinresonanzspektroskopie. Dies
hätte den Vorteil, dass in den verwendbaren Daten direkt eine Bewegung des Proteins
enthalten ist, was eine Vorhersage spezifischer und, über die momentan verschiedenen
Aufklärungen hinweg, besser machen würde.
Mit den in dieser Arbeit gesammelten Ergebnissen und Erkenntnissen, lässt sich die
Hypothese aufstellen, dass ein Membranprotein während der Entfaltung durch eine ex-
terne Kraft keiner lateralen Verschiebung in der Membran ausgesetzt ist und während
des Experiments in der Position vom Beginn des Ziehens an verharrt. Ein Beleg, der die-
se Aussage unterstreicht, ist die Tatsache, dass die Betrachtung des nativen Zustands
eine höhere Güte erzielt als bei dem Versuch, das Experiment zu simulieren. Für diese
These spricht außerdem die Tatsache, dass Bacteriorhodopsin, wenn das Herausrei-
ßen aus der Membran nach der fünften Helix, abgebrochen wird, eine recht lange Zeit
benötigt, um sich zurück in den nativen Zustand zu falten [JKO+03]. Hierbei scheint
sich das Protein vor der spontanen Faltung, in einer Starre zu befinden, die es erst zu
überwinden gilt.
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7 Zusammenfassung
Membranproteine sind wichtige Bestandteile eines jeden Organismus und verantwort-
lich für viele Steuer- und Regelungsmechanismen der Zellen. So groß auch das Interes-
se an ihnen ist, so schwierig sind sie in der Handhabung. Durch ihre speziellen Eigen-
schaften und Bedürfnisse, was die Umgebung angeht, sind experimentelle Methoden,
die auf globuläre Proteine ausgelegt sind, nur sehr bedingt auf Membranproteine zu
übertragen. Dies führt dazu, dass es nur wenige und meist zeit- und kostenintensive
Methoden gibt, welche einen direkten Erkenntnisgewinn aus Membranproteinen gewin-
nen.
In dieser Arbeit ging es um die Entwicklung und Anwendung eines Vorhersagealgorith-
mus für Entfaltungsbarrieren in α-helikale Membranproteinen. Ziel war es dabei, eine
kosten- und zeitgünstige Alternative zum Experiment zu entwickeln, welche mit einer
verlässlichen Güte Entfaltungsbarrieren innerhalb von α-helikalen Membranpoteinen
vorhersagt. Des Weiteren war es, sowohl Ziel neue Erkenntnisse über die Vererbung
und somit Homologie von Entfaltungsbarrieren zu erlangen als auch die Auswirkungen
von Mutationen auf die Ausbildung von Entfaltungsbarrieren zu erlangen.
Zusammenfassend kann man sagen, dass diese Arbeit einige Erkenntnisse über Mem-
branproteine generieren konnte. Der Vorhersagealgorithmus konnte soweit etabliert wer-
den, dass die Güte, im Vergleich zu einem zufälligen Experiment, viel höher und genau-
er ist. Allerdings ist die Güte dabei nur so gut wie das Experiment und wird auch durch
dieses bestimmt. Des Weiteren kann man sagen, dass verschieden aufgeklärte Protei-
ne dazu führen, dass unterschiedliche Vorhersagen erzeugt werden, obwohl es sich um
das gleiche Protein handelt. Hierbei ist allerdings zu erkennen, dass es nur geringfügi-
ge Schwankungen gibt, welche eventuell sogar durch die natürlichen Bewegungen des
Proteins erklärt werden können, bei der Kristallisation allerdings zu unterschiedlichen
Ergebnissen der 3D- Struktur führen.
Die Arbeit hat weiterhin Einblicke in einige Punktmutationen gewährt und konnte eine
klare Aussage über die Auswirkungen dieser Mutationen auf die Ausbildung von Entfal-
tungsbarrieren treffen. Auch wurde ein globaler Einfluss, unter Zuhilfenahme des Ge-
samtpotentials der Energieprofile, ermittelt. Da Aufgrund von unterschiedlichen Aufklä-
rungen von Proteinen oder der 3D-Strukturvorhersage Schwankungen in die Betrach-
tung einwirken, welche nicht zwangsläufig auf die Mutation zurückzuführen sein müs-
sen, ist die Aussage allerdings nicht so konkret zu behandeln, wie die Aussage über
das Ausbilden von Entfaltungsbarrieren.
Durch die Betrachtung verschiedener homologer Proteine der Aquaporine konnte eine
Aussage über die mögliche Vererbung und somit Homologie von Entfaltungsbarrieren
getroffen werden. Die betrachteten Proteine lassen keinen anderen Schluss zu, als den,
dass obwohl die Entfaltungsbarrieren zwar auf eine gewisse Art individuell für jedes
Protein sind, dennoch die Überschneidungen groß genug sind, um eine Konsensusvor-
hersage über alle Proteine treffen zu können. Dies führt letztendlich zu der Vermutung,
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das Entfaltungsbarrieren über die Homologie erklärbar und vererbbar sind. Um diese
Aussage letztendlich verifizieren zu können, muss allerdings ausgeschlossen werden,
dass die Ähnlichkeit der vorhergesagten Entfaltungsbarrieren nicht strukturell bedingt
werden, sondern wirklich ausschließlich aufgrund der Homologie.
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8 Ausblick
Auch wenn die vorliegende Arbeit einen sehr guten Einblick in die Entfaltungsbarrieren
von α-helikalen Membranproteinen gibt, so muss an einigen Stellen weiter geforscht
werden, um die Aussagen zu präzisieren, oder um eine neue Aussage treffen zu kön-
nen.
Im Anschluss an diese Arbeit ist es notwendig, auch andere, nicht homologen Rhodop-
sine zu betrachten. Dies dient der Verifizierung der Aussage, dass die Entfaltungsbar-
rieren über die Homologie hinweg vererbt werden und nicht von der Struktur abhängig
sind. Als kleiner Einblick in dieses Vorgehen dient die folgende Abbildung, welche ver-
deutlichen soll, dass die Homologie von Proteinen einen direkten Einfluss auf die Vor-
hersage von Entfaltungsbarrieren und somit auch auf ihre Ausbildung in der Natur hat.
Die Abbildung zeigt zum einen den Vergleich von Archaerhodopsin 1 und 2 [EYM+06]
zu Bacteriorhodopsin und zum andren den Vergleich von Anabaena sensory rhodop-
sin [VST+04] zu Bacteriorhodopsin.
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Abbildung 8.1: Vergleich der Vorhersagen in verschiedenen Rhodopsinen. Dabei zeigt A den
Vergleich der Archaerhodpsin 1 (rot) und 2 (blau) zu Bacterirhodpsin (grün) von
vorne, während B den Vergleich von hinten zeigt. C zeigt den Vergleich von Ana-
baena sensory rhodopsin (blau) zu Bacteriorhodopsin (rot) von vorne und D von
hinten. N und C bezeichnen hierbei die entsprechenden Termini der Proteine.
Zur besseren Darstellung der Übereinstimmungen und Diskrepanzen in den Vorhersa-
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gen, dient die Auftragung der Vorhersagen gegen die Sekundärstruktur der Proteine in
Abbildung 8.2.
SSE
Exp.
BR
ASR 
AR 1
AR 2
Vorhergesagte Entfaltungsbarrieren: Vergleich Archaerhodopsin 1, 2 
und Anabnea Sensory Rhodopsin zu Bacteriorhodopsin
Abbildung 8.2: Vergleich der vorhergesagten Entfaltungsbarrieren der Proteine Bacteriorhodop-
sin (BR), Archaerhodopsin 1 (AR 1), Archaerhodopsin 2 (AR 2) und Anabaena
Sensory Rhodopsin (ASR). Dabei werden die Vorhersagen gegen die Sekundär-
strkturelemente (SSE) aufgetragen. Zum Vergleich sind auch die experimentell
ermittelten Barrieren (Exp.) aufgetragen. Die blauen Balken dienen zur Orientie-
rung der Überschneidungen der Vorhersagen im Vergleich zu den Vorhersagen
von Bacteriorhodopsin.
Man erkennt, dass die homologen Archaerhodopsine 1 und 2 im Vergleich zu Bac-
teriorhodopsin fast identische Vorhersagen besitzen. Die Vorhersagen des Anabaena
sensory rhodopsin unterscheiden sich grundlegend von denen des Bacteriorhodopsins.
Damit liegt die Vermutung nahe, dass Entfaltungsbarrieren tatsächlich über die Homo-
logie vererbt werden und die Struktur nur bedingt etwas mit der Übereinstimmung zu
tun hat. Um diese Aussage noch weiter zu untermauern, sollte nach der Betrachtung
der unterschiedlichsten Rhodopsine auch eine Untersuchung von anderen Proteinen
mit sieben transmembranen Helices folgen, sogenannten 7TM-Rezeptoren.
Ein weiterer Untersuchungsaspekt könnte die Primärstruktur der Proteine betreffen. Für
einzelne Aminosäurereste ist schon lange eine Konservierung über die Homologie hin-
weg bekannt. Die Frage ist, ob eine solche Konservierung von Entfaltungsbarrieren auf
energetischer oder struktureller Ebene stattfindet und ob regelmäßige Muster (Pattern)
an der Ausbildung von Entfaltungsbarrieren beteiligt sind. Falls es solche Pattern gibt,
wäre ein Untersuchungsaspekt sowohl die Zusammensetzung dieser Pattern als auch
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ihre Länge, was einen direkten Rückschluss auf die Größe der Entfaltungsbarriere ge-
ben könnte. AuÃ§erdem könnte überprüft werden, ob es gewisse Aminosäuren gibt,
welche auffällig häufig oder sogar immer, an der Bildung von Energiebarrieren beteiligt
sind. Auch eine Verbindung zwischen konservierten Aminosäureresten und Entfaltungs-
barrieren sollte in diesem Zusammenhang untersucht werden.
Um den globalen Einfluss von Mutationen in Membranproteinen besser einschätzen zu
können, wäre eine Betrachtung von mehreren Mutationen im selben Protein sinnvoll.
Hier könnte eine weiterführende Einschätzung der Auswirkungen auf die Stabilität des
Proteins von Mutationen in Membranproteinen das Resultat sein.
Außerdem ist es notwendig den in dieser Arbeit entwickelten und verwendeten Algo-
rithmus weiter zu verbessern. Um dies zu erreichen, könnte das momentan sehr ein-
fach betrachtete System,um einige Komponenten erweitert werden. Eine Erweiterung
könnte die nochmalige Einbringung von ANM oder Data-Mining-Tools sein, um die Be-
schaffenheit von Energiebarrieren besser zu verstehen. Eine weitere Möglichkeit, den
Vorhersagealgorithmus zu verbessern, wäre die Untersuchung der im Experiment auf-
gewendeten Kraft und die anschließende Übertragung auf das Gesamtsystem.
Letztlich ist auch eine Verbesserung des verwendeten Energieprofils anzustreben. Das
momentan verwendete Profil gibt zwar einen guten Einblick in die Energien und somit
auch in die Stabilität des Proteins, stützt sich allerdings lediglich auf die Lösungsener-
gien der Aminosäurereste (vgl. 1.3.2). Die Verbesserung des Energieprofils könnte in
einer besseren Verschränkung von Energie- und Kontaktprofil bestehen. Das bedeu-
tet, dass die Kontaktpräferenzen von Aminosäureresten und die tatsächlichen Kontakte
eines Restes mit in die Berechnung des Energiewertes eines Aminosäurerestes und
somit in das Energieprofil eingehen.
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